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Uber das Vorkommen eines krystallisierbaren nicht 
koagulierbaren Eiweifistoffes im Harn bei einem Falle 
von Magencarcinom. 

Von 


O. Schumm und A. Kimmerle. 


Mit einer Tafel in Lichtdruck. 





(Aus der Direktorialabteilung [Prof. Dr. L. Brauer] und dem Chemischen Laboratorium 
[Vorsteher: O. Schumm] des Allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Eppendorf.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Mai 1914.) 


Die spontane Krystallisierung eines im Harn enthaltenen 
Eiweibstoffes ist unseres Wissens bislang nur einmal beob- 
achtet worden und zwar von Byron Bramwell und Noé!] 
Paton.!) Der Harn enthielt 1,5—5,16°/o EiweifB. Nach den 
von Noél Paton ausgefiihrten Analysen bestand das Harn- 
eiweiB zu rund 93—96°/o aus Globulin, zu 4—7°/o aus Albu- 
min. Beim Erhitzen zum Sieden gerann der sauer reagierende 
Harn fast vollstandig unter Bildung einer fibrinartigen Masse, 
die einen betrachtlichen Grad von Dehnbarkeit und Elastizitit 
besafi. Beim Aufbewahren des Harns in einer verschlossenen 
Flasche entstand im Laufe von Tagen oder Wochen ein Nieder- 
schlag von Eiweifkrystallen. Sie entstanden auch, wenn der 
aus dem Harn durch Halbsittigung mit Ammoniumsulfat aus- 
gefillte Eiweifiniederschlag 4—5 Tage gegen fliefendes Wasser 
und 2 Tage gegen destilliertes Wasser dialysiert wurde. Beim 
Anséiuern einer schwach ammoniumsulfathaltigen Losung des 
Eiweibstoffes mit Essigsiure wurden keine Krystalle gewonnen. 
Noé] Paton hielt den krystallisierten Eiweifstoff fiir ein Globulin. 


Die Krystalle waren aschefrei, wenigstens hinterliefen 0,965 g 
keine wiigbare Menge Asche. Sie waren unléslich in kaltem und heifem 
Wasser und in Alkohol, listen sich aber in schwachen Lisungen von 
Kochsalz und Ammoniumsulfat, ferner in Salzséure, Schwefelsdure, Essig- 
siure, Kalilauge und Ammoniak. Beim Verdunsten der ammoniakalischen 
Lisung schied sich die Substanz zuweilen wieder in Krystallen aus. Sie 
gab die Xanthoproteinreaktion, die Reaktion von Liebermann und 





') Reports from the laboratory of the Royal College of Physicians, 
Edinburgh, Bd. 4, S. 47, 1892. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCII. 
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entwickelte beim Verbrennen den Geruch nach verbrannten Federn. Die 
Gerinnungstemperatur des Harns lag bei 59—60°. Lésungen der Eiweif- 
krystalle in schwachen Neutralsalzlésungen gerannen bei 56—59°. Die 
Krystalle waren phosphorfrei und enthielten nach der von Murray aus- 
gefiihrten Analyse 51,89°/o C, 6,88°/o H, 16,06°/o N, 23,93°/o O, 1,24°/o S. 
In einer eingehenden Besprechung dieses Falles hat Huppert‘) darauf 
aufmerksam gemacht, dafi der Gerinnungspunkt dieses Eiweifstoffes mit 
dem der Heteroalbumose iibereinstimme. Als Huppert spater Gelegen- 
heit erhielt, eine ihm von Noél Paton itiberlassene Probe des Eiweib- 
stoffes selbst zu untersuchen, kam er zu dem Schluf, dafs sie von der 
Heteroalbumose verschieden sei, und Eigenschaften aufweise, wie sie 
ein echtes Globulin, z. B. Serumglobulin, besitze. Die Vermutung, dah 
es sich um ein dem Globulin nahestehendes Histon handeln kénne, wurde 
durch ihr Verhalten gegen Ammoniak widerlegt. 

Kiirzlich haben wir im frischen Harn einer Car- 
cinom-Kranken einen Eiweiikorper gefunden, der die 
EKigenschaft hatte, sich in heiBem, fast salzfreiem 
Wasser zu losen und beim Erkalten in mikroskopischen 
KOrnehen oder gut ausgebildeten Krystallen abzu- 
scheiden. Das bei unserem Eiweifstoff beobachtete Ausbleiben 
der sog. Hitzekoagulation ist ein bekanntes Merkmal des 
«Bence-Jonesschen Eiweifkorpers». Von diesem wissen wir 
durch Magnus-Levy,?) daB er aus einer annihernd 40 Vo- 
lumprozent gesittigte Ammoniumsulfatlésung enthaltenden L6- 
sung bei langem Aufbewahren auskrystallisieren kann. Der 
Harn, aus dem Magnus-Levy die Eiweifkrystalle gewann, 
stammte von einem Menschen, der nach den klinischen Er- 
scheinungen héchstwahrscheinlich an multiplen Myelomen litt; 
die Sektion ist nicht ausgefiihrt worden. Magnus-Levy hat 
die (millimeterlangen)Krystalle entdeckt, nachdem die Lésung 
4 Monate lang in einer verschlossenen Flasche gestanden hatte. 
Die Krystalle wurden in Wasser geldst, die Lésung mit Am- 
moniumsulfatl6sung bis zur eben beginnenden Triibung versetzt. 
Nach 24 Stunden hatte sich ein grofer Teil des EiweiBk6rpers 
krystallinisch ausgeschieden. Magnus-Levy konnte den Eiweib- 


1) Huppert, I. Uber einen Fall von Albumosurie, Diese Zeitschrift, 
Bd. 22, S. 500, 1896. — II. Uber den Noél-Patonschen Eiweifkérper, 
Zentralblatt fiir die medizinischen Wissenschaften, Bd. 36, 1898, S. 481. 

?) A. Magnus-Levy, Uber den Bence-Jonesschen Eiweifkérper, 
Diese Zeitschrift, Bd. 30, 1900. 
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kérper so noch mehrfach umkrystallisieren; freilich erhielt er 
nie wieder makroskopische Krystalle. Die Ausbeute betrug 
ca. 1g. Alle Versuche zur Gewinnung weiterer Mengen der 
Substanz in Krystallen, die sowohl unter den gleichen als 
auch unter geanderten duBeren Bedingungen ein ganzes Jahr 
hindurch fortgefiihrt wurden, verliefen erfolglos. 

Mehrere Jahre danach haben Grutterink und de Graaf!) 
aus dem Harn eines Kranken einen Eiweifkérper krystallinisch 
abscheiden kénnen, der in seinem Verhalten im allgemeinen 
mit dem Bence-Jonesschen Eiweifikorper tibereinstimmte und 
auch wohl allgemein damit identifiziert wird. Grutterink und 
de Graaf bezeichneten die Substanz im Titel ihrer Abhandlung 
als eine krystallinische Harnalbumose, fanden aber, daf sie 
bei der Verdauung mit Pepsinsalzsiure in ein Gemisch von 
primaéren und sekundéren Albumosen zerfiel. In der von 
Magnus-Levy beschriebenen Weise, d. h. durch Stehenlassen 
einer annahernd 40°/o gesiéttigter AmmoniumsulfatlOsung ent- 
haltenden Losung haben Grutterink und de Graaf die 
Substanz nicht krystallisieren kénnen. Die Krystallisierung trat 
nur ein, wenn ammoniumsulfatreiche Lésungen mit einer be- 
stimmten Menge Schwefelsaéure versetzt wurden. Auch aus 
Lésungen, die an Stelle von Ammoniumsulfat Zinksulfat oder 
Magnesiumsulfat enthielten, konnte die Substanz in Krystallen 
erhalten werden, ebenfalls aus Lésungen, die an Stelle der 
genannten Salze Chlorammonium und Salzsiiure oder Chlor- 
natrium und Salzsaure enthielten. Angaben tiber die Mengen, 
in denen die erwahnten Zusétze gemacht werden mubten, 
liegen indessen nicht vor. Im Verlaufe weiterer Untersuchungen 
ergab sich, dafi die Substanz innerhalb 24 Stunden zum 
Krystallisieren gebracht werden konnte, wenn man 90 ccm der 
wasserigen Ldsung der Substanz mit 10 ccm gesittigter neu- 
tralisierter Ammoniumsulfatl6sung und «steigenden Mengen» 
Sdure versetzte. Der Kranke ist von Prof. Dr. Hijmans van 
den Bergh klinisch beobachtet worden, der tiber den Fall 





1) A. Grutterink und J. de Graaf, Uber die Darstellung einer 
krystallinischen Harnalbumose, Diese Zeitschrift, Bd. 34, S. 393, 1901 und 
Bd. 46, S. 472, 1905. 
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ausfiihrlich berichtet hat.!) Bei einer kiirzlich gepflogenen 
miindlichen Unterhaltung hatte Herr Prof. Dr. Hijmans van 
den Bergh die Freundlichkeit, sein Urteil iber den Fall dahin 
zusammenzufassen, daB nach dem Ergebnis der histologischen . 
Untersuchung eine myelomatése Erkrankung des Knochen- 
markes bestanden habe. 

In unserem Falle handelt es sich um eine d0 Jahre alte 
Frau, welche friiher Masern, Scharlach, Diphtherie, Lungen- 
entziindung und im Jahre 1896 Blinddarmentziindung gehabt 
haben will. Wegen eingeklemmten Bruches wurde sie friiher 
operiert. Die Patientin hat kein Kind ausgetragen; aufer- 
dem hatte sie noch 3 Umschlage gehabt; nach 6—8wochiger 
Schwangerschaft erfolgte ohne ersichtliche Ursache die Frih- 
geburt. Der letzte Abort fand im Jahre 1906 statt. Seit Oktober 
1913 fiihlte sich die Patientin nicht mehr so recht wohl, der 
Appetit lie nach; in der Lebergegend traten heftige Schmerzen 
auf; auch stellte sich eine leichte Gelbfarbung der Haut ein. 
Angeblich sollen leichte ziehende Schmerzen in der rechten 
Schulter vorhanden gewesen sein. Seit 3 Jahren Menopause. 

Status praesens: grofe, mafig kriaftig gebaute Frau, in verhiltnis- 
mifig gutem Ernahrungszustand. Hautdecken schmutzig hellgelblich ver- 
firbt, Fettpolster schlaff. Am Kopfe ergibt sich duferlich kein beson- 


derer Befund. Die Zunge ist belegt. Am Halse keine Driisenschwellungen. 

Thorax: o. B. Lungen: o. B. Herz: Fiillung des Pulses nicht immer 
gleichmafig, sonst o. B. 

Abdomen: Bauchdecken nicht gespannt, Fettpolster wenig ver- 
mehrt. In der Mittellinie eine Narbe, welche vom Nabel nach abwiarts 
bis zur Symphyse reicht. Unterhalb des rechten Rippenbogens fiihlt man 
eine harte, schmerzempfindliche Resistenz, deren Oberflache grobhéckerig 
erscheint, Die Resistenz erstreckt sich nach links und oben, reicht in 
der Mittellinie gut 3 Querfinger breit nach abwarts vom Processus 
xiphoideus und verliert sich unter dem linken Rippenbogen. Bei der 
Inspiration verschiebt sich die Resistenz nach unten (die vergréferte 
Leber). Die Milz ist nicht zu fiihlen. Am ganzen Korper sind nirgends 
vergriferte Driisen zu fiihlen. Das Skelettsystem bietet zunachst keine 
auffallenden Veraénderungen; der rechte Humerus, beide Tibiae und das 
Sternum sind auf Druck etwas empfindlich. An beiden Tibiae kann 


1) Hijmans van den Bergh, Albumosurie (Bence-Jones), Se- 
paraat-Afdruk Herinnerings-Bundel Prof. Rosenstein, 1902 bei Eduard 
Jjdo, Leiden. 
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man auch leichte Verdickungen fiihlen. Der Urin ist trib, gelb, die 
Menge in 24 Stunden gelassen = 800 ccm, spez. Gewicht 1016, Reaktion 
sauer, die Zuckerproben sind negativ, Eiweif’ vorhanden, Urobilinogen 9, 
Urobilin @. Im Urinsediment (Zentrifugat) fanden sich Leukocyten, granu- 
lierte Zylinder, hyaline Zylinder, Epithelien. Beim Stehenlassen des 
Urins setzte sich in 24 Stunden kein deutliches Sediment ab. Blutdruck 
100—105 mm Hg (Riva Rocci-Denecke). Die Untersuchung des Blutes 
ergab folgendes: 4300000 E, 8900 L, 70°%o Hb. Die Zusammensetzung 
der Leukocyten ergab nichts Besonderes; das Blutbild wurde 6fters 
untersucht. Wassermann 9g, Tumorreaktion nach v. Dungern negativ. 
Im ausgeheberten Mageninhalt war keine freie HCl, aber auch keine 
Milchsiure vorhanden. Die Réntgenuntersuchung des Abdomens ergibt, 
dafi der fiihlbare grofhe Tumor mit dem Magen nicht zusammenhiangt. 

Es wurde zunichst angenommen, dafs es sich um einen Leber- 
tumor handelt, vermutlich um eine von Metastasen durchsetzte Leber 
neben einem irgendwo im Abdomen, am wahrscheinlichsten im Magen, 
sitzenden primaren malignen Tumor. 

Wiahrend der Beobachtung schwankte der Eiweifgehalt betracht- 
lich, ebenso die Urinmengen (von 600-——-200 ccm). Es fiel nun auf, daf 
bei einem Eiweifigehalt von 2°/oo und 3°/oo die mikroskopischen Befunde 
im Urin sich im Vergleick zu denen der friiheren Tage wesentlich anders 
verhielten. Wahrend man bis zum 26. XI. 13 in dem 6fters untersuchten 
Urin stets reichlich Zylinder finden konnte, nahmen von diesem Tage 
an die Zylinder im Urin betriachtlich ab und verschwanden bald dauernd. 
Die Leukocyten, Epithelien, Harnsaurekrystalle blieben. Der Urin wurde 
vom 23. XI. 13 ab taglich mikroskopisch untersucht, jedesmal wurden 
3—4 Praparate durchsucht. Am 1. XII. 13 klagte die Frau tiber etwas 
Schmerzen in der rechten Schulter und in den Knochen der Extremi- 
titen. Auf Druck waren rechts die IIL—VI. Rippen, das Sternum, der 
rechte Humerus und beide Tibiae empfindlich. Aufer den schon eingangs 
erwahnten Auftreibungen an beiden Tibiae waren sonst am Skelettsystem 
nirgends Auftreibungen oder Verdickungen zu fiihlen. In Erinnerung an 
unseren friiheren Fall ') dachten wir, es méchte sich auch hier um einen 
malignen Tumor handeln, wobei gleichzeitig multiple Myelome vorhanden 
seien. Der Urin wurde auf den Bence-Jonesschen Eiweifkérper unter- 
sucht und er war auch wirklich vorhanden. Der klar filtrierte, stark 
sauer reagierende Urin wurde vorsichtig erwarmt; es zeigte sich bei 
48° C. eine schwache, aber deutliche Opalescenz, welche schon bei 
53° C. in eine deutliche Triibung iiberging. Bei weiterem Erhitzen bis 
zum Kochen verschwand die Triibung nicht. Wurde aber der zum Kochen 
gebrachte Urin méglichst heifs filtriert, so war das Filtrat zunachst ganz 
klar, triibte sich nach einiger Zeit und gab allmahlich einen feinflockigen 
Niederschlag. Wurde das Filtrat wieder zum Kochen erhitzt, dann ver- 





‘) A. Kimmerle und O. Schumn, Sitzungsbericht der biolog. Ab- 
teilung des arztl. Vereins Hamburg v. 29. IV. 1913, Miinch. med. Wochen- 
schrift 1913, Nr. 26. 
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schwand die Triibung wieder ganz, um beim Abkihlen von neuem auf- 
zutreten. 

Diese Reaktionen waren an den folgenden Tagen mehr oder minder 
deutlich ausgeprigt vorhanden. Erst in den Urinmengen der dem Tode 
vorhergehenden letzten 2 Tage war das beschriebene Verhalten weniger 
ausgepragt. Der Kérper scheint also an Menge abgenommen zu haben, 
eine Beobachtung, welche auch schon von anderer Seite gemacht ist. 
Am 138. XII. 1913 erfolgte der Tod; die Sektion wurde 18 Stunden spater 
vorgenommen. 

Aufer Infarkten in beiden Unterlappen der Lunge, einer myodege- 
neratio adiposa cordis und Nierenkonkrementen wurde ein Magencarcinom 
gefunden, welches Lebermetastasen verursacht hatte. Aus dem Sektions- 
protokoll entnehmen wir folgende Daten: 

Bei der Eriffmung des Magens findet sich in der Gegend der 
grofen Kurvatur, 8 cm vom Pylorus entfernt in der Schleimhaut eine 
2 Markstiickgrofe, flache, scharf umschriebene, rein weife, etwas itiber 
das Niveau der umgebenden Schleimhaut prominierende Stelle, welche an 
einer Stelle in die darunter gelegene Submucosa zu dringen scheint, sonst 
jedoch gut verschieblich ist. Die wtibrige Schleimhaut des Magens ist 
dunkelschieferfarben und mit zihem Schleim bedeckt. Der iibrige Intestinal- 
traktus zeigt nichts Besonderes. 

Die Leber mifit 36: 20: 11cm. Der untere Leberrand itiberragt 
den rechten Rippenbogen um 2 Querfinger Breite. Die ganze Leber, welche 
mit ihrem linken Lappen bis in die Gegend der Milz reicht, ist diffus 
durchsetzt von zahlreichen, feinen, weiflichen Geschwulstknoten, welche 
nur in sehr geringem Grade oder gar nicht tiber das Niveau der Ober- 
fliche prominieren und nirgends nabelartige Einziehungen an der Ober- 
fliche verursachen. Auf der gekérnten Schnittflache ist das ganze 
Parenchym von feinsten bis kleinhaselnufigrofen, grauweifien, haufig kon- 
fluierenden, nur wenig iiber die Schnittflache prominierenden, derben 
Geschwulstherden durchsetzt; dazwischen sind nur sparliche, zum grofen 
Teile verfettete Lebergewebsinseln tibrig geblieben. Auch narbige, glasige, 
fibrése Gewebsziige durchziehen das Gewebe auf der Schnittflaiche. Auf 
den Saégedurchschnitten verschiedener Knochen (Schadeldach, beide Femur, 
Sternum, verschiedene Rippen und Wirbel, die Tilia und Fibula des linken 
Beines) wurden nirgends Herderkrankungen festgestellt. Die intakte Corti- 
calis setzt sich iiberall scharf gegen das Mark hin ab; im Oberschenkel 
findet sich aufer gelbem Mark (Fettmark) auch blafgraurotes Mark; in 
den Wirbelkirpern findet sich zum Teil Fettmark. Die linke Tibia und 
Fibula fiihren reines Fettmark. An einer umschriebenen Steile der rechten 
Fibula laft sich eine etwa 1 mm dicke, subperiostale, gegen die Rinde 
zu gut abgegrenzte, kompakte Knochenauflagerung erkennen. 


Nach dem Urteile von Herrn Prof. Dr. Eugen 
Fraenkel (Vorstehers des hiesigen Phathologisch-anatomischen 
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Instituts) waren im Knochenmark makroskopisch und 
mikroskopisch durchaus keine Verinderungen nach- 
weisbar, welche auf eine Erkrankung des Knochen- 
markes hitten schliefBen lassen, weder solche myelo- 
matéser Art noch andere. 

Wir beschreiben nun das allgemeine Verhalten des Harns, 
die Gewinnung der Krystalle und ihre Eigenschaften. 

Der Harn reagiert gegen Lackmus sauer; die gew6hnlichen 
EiweiBproben (Hellersche Probe, Essigsiiure-Ferrocyankalium- 
probe, Kochprobe, Esbachs Probe) fielen positiv aus. Die 
Gerinnungstemperatur des Harns (ohne oder mit Zusatz von 
1—2 Tropfen 30°/oiger Essigsiiure auf 50 ccm Harn unter den 
iiblichen VorsichtsmaBregeln bestimmt) schwankte an den ein- 
zelnen Tagen zwischen 50 und 60°. Wurde der Harn zum Sieden 
erhitzt, mit 1 Tropfen 30°/oiger Essigsiiure oder mehreren 
Tropfen Salpetersaéure versetzt, filtriert und abgekihlt, so gab 
das in der Hitze klare Filtrat beim Erkalten eine schwach 
milchige oder feinflockige Triibung, die beim Erhitzen ver- 
schwand. Auch wenn man den mit !/,, Raumteile gesiittigter 
Kochsalzlésung und ca. !/,)) Raumteil 30°/oiger Essigsaure ver- 
setzten Harn aufkochte, lief sich im Filtrat die nicht koagulable 
Substanz nachweisen. Salpetersiure, in geniigender Menge dem 
Harn zugesetzt, bewirkte eine Ausflockung; beim Erhitzen trat 
Aufhellung ein; doch blieb ein Teil der Flocken ungeliést. Beim 
Verdiinnen mit Wasser blieb der Harn klar, ebenso bei Zusatz 
von Essigsaure. Durch Zusatz von Essigsiiure und viel Koch- 
salz lieB sich alles Eiweifi ausfallen. Durch Zusatz von 2 Raum- 
teilen 90°/oigen Alkohols wurde das Eiweif groBtenteils, aber 
nicht vollstindig ausgefallt. Der Gesamteiweifgehalt betrug 
durchweg 3° ,,, in den letzten Lebenstagen erheblich weniger. 
Im schwach ammoniakalisierten Harn begann die Ausfiillung 
von Eiweif, wenn in 100 Raumteilen des Gemisches 42 Raum- 
teile gesiattigter Ammoniumsulfatl6sung enthalten waren, also 
etwa bei 2/5-Sattigung. 

Zur Gewinnung der nicht koagulablen Eiweifsubstanz wurde 
der Harn durch Autkochen bei schwach essigsaurer Reaktion 
(mit oder ohne Zusatz von Kochsalzlésung) und Filtrieren ent- 
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eiweiBt, das Filtrat mit dem mehrfachen Volumen Alkohol ge- 
fallt, der Niederschlag abfiltriert und mit kaltem oder heifem 
Wasser, teils ohne teils mit Zusatz von sehr wenig Essigséure 
extrahiert. In heifem Wasser war der durch Alkohol aus- 
gefillte Niederschlag groBtenteils loslich, in kaltem Wasser be- 
deutend weniger. In der kaltgesittigten schwach ammoniaka- 
lischen Lésung entstand bei Zusatz von gesattigter Ammonium- 
sulfatl6sung die erste Triibung, wenn in 100 Raumteilen des 
Gemisches 38 Raumteile gesittigter Ammoniumsulfatlésung 
enthalten waren. Durch 4/s-Sattigung lief sich zwar die 
Hauptmenge, aber nicht alles Eiweif ausfallen, die Ausfallung 
war erst beendet, wenn in 100 Raumteilen des Gemisches 68 
bis 70 Raumteile gesittigter Ammoniumsulfatlésung enthalten 
waren. Die kaltgesattigte wasserige Losung der Alkoholfallung 
gab bei Zusatz von ziemlich viel Salpetersdéure einen starken 
Niederschlag, der sich bei gelindem Erwarmen léste und beim 
Erkalten wieder erschien. Die Lésung gab ferner positive 
Millon-Reaktion, positive Xanthoproteinreaktion und rotviolette 
Biuretreaktion, bei der Behandlung mit Kalilauge Albuminat- 
bildung und beim Kochen mit Kalilauge und Bleiacetat Schwarz- 
firbung. Nach mehrstiindiger Verdauung der Substanz mit 
Pepsinsalzsiure lieben sich in dem Verdauungsgemisch primiére 
und sekundiire Albumosen nachweisen. Die aus einer grOferen 
Portion Harn in der angegebenen Weise gewonnene Alkohol- 
fiillung wurde mit Alkohol gewaschen, scharf abgesogen, mit 
20 cem Wasser verrieben und unter héufigem Umriihren einige 
Stunden stehen gelassen, wobei der grOfere Teil in Lésung ging. 
Das Filtrat wurde mit 2 Tropfen Ammoniakfliissigkeit versetzt und 
wieder filtriert. 7 ccm dieses klaren, gelblichen Filtrats lieferten 
0,1598 g Trockensubstanz, deren Gehalt an Asche 0,0215 g be- 
trug; davon waren 0,0017 g in Wasser unldslich (Kalkphosphat). 
Die bei gewOhnlicher Temperatur hergestellte Losung enthielt 
demnach 0,1383 g oder 1,98°/o organische Substanz, die ganz 
iiberwiegend aus nicht koagulablem Eiweifi bestand. 
_Einmal wurde dieser Eiweifstoff auf folgende 
Weise in Krystallen erhalten: 200 ccm Harn, 10 ccm ge- 
siittigte Kochsalzlésung und !/2 cem 30°/oige Essigsiéure wurden 
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aufgekocht, heifi filtriert, das Filtrat mit Alkohol gefiillt, der 
Niederschlag mit Alkohol gewaschen, alkoholfeucht mit ca. 
15 cem Wasser und 1 Tropfen 30°/oiger Essigsiéure verrieben, 
erhitzt (jedoch nicht bis zum Kochen) und filtriert. Das in 
einem Glaszylinder aufgefangene Filtrat, das sich sehr bald 
triibte, wurde in den Eisschrank gestellt. Als wir am_ iber- 
nichsten Morgen den Inhalt des Zylinders verarbeiten wollten, 
fiel es dem einen von uns (Sch.) auf, daf der entstandene Nieder- 
schlag teilweise fest an den Wandungen des Zylinders haftete. 
Er priifte daraufhin sogleich mikroskopisch und fand, daB der 
ganze Niederschlag in der Hauptsache aus schin ausgebildeten 
Krystallen bestand. Daneben waren kleinste, teilweise zumehreren 
verklebte Kugeln vorhanden. Die Massenhaftigkeit des krystalli- 
nischen Niederschlags sprach von vornherein dagegen, dab es 
sich um Krystalle einer anorganischen Substanz handelte, und 
die chemische Untersuchung bewies, daf in der Tat ein krystal- 
lisierter nicht koagulabler Eiweifstoff vorlag. Wir bemerken 
schon hier, dafi es uns, trotz Innehaltens der gleichen diuferen 
Versuchsbedingungen, nicht gelungen ist, weitere Mengen der 
Substanz zu krystallisieren. Allerdings konnten wir nur noch 
einige Portionen Harn verarbeiten, da die Kranke bald starb. 
Um festzustellen, ob der krystallinische Niederschlag gréBere 
Mengen anorganischer Substanz enthielt, haben wir die Masse 
umgertihrt, nach kurzem Stehenlassen die tiberstehende Fliissig- 
keit mit den schwebenden feinen Teilchen méglichst voll- 
standig abgegossen, den tiberwiegend aus gut ausgebildeten 
Krystallen bestehenden Bodensatz abfiltriert, ihn ohne vor- 
heriges Auswaschen, also verunreinigt durch etwas Mutterlauge, 
vom Filter genommen, im Platintiegel bei 110° bis zur Ge- 
wichtskonstanz getrocknet, gewogen und verascht. 0,1013 g 
bei 110° getrockneter Substanz gab 0,0031 g Asche; davon 
waren 0,0012 g in Wasser unléslich und bestand im wesent- 
lichen aus Kalkphosphat. Der wasserlésliche Teil der Asche 
enthielt Alkalichlorid, das offenbar aus der Mutterlauge 
stammte. In einer zweiten Probe des Krystallniederschlags, 
der auf der Zentrifuge sorgfaltig mit Wasser gewaschen war, 
konnten wir nach dem Veraschen Alkalichloride nicht nach- 
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weisen. Aus obigen Zahlen berechnet sich der Gehalt des 
durch anhaftende Mutterlauge verunreinigten Krystallnieder- 
schlags an wasserunloslicher Asche zu 1,18°/o. Hoéher diirfte 
der Gehalt der reinen Krystalle an Gesamtasche nicht gewesen 
sein, vielleicht noch niedriger. 

Nach Ausfiihrung einiger Vorproben haben wir den Rest 
der Krystalle durch Aufschwemmen in Wasser und Dekantieren 
von den beigemengten kleineren Teilchen befreit und ihn durch 
Auswaschen auf der Zentrifuge vollstindig gereinigt. Die Kry- 
stalle blieben dabei griBtenteils gut erhalten und zeigten bei 
der (teilweise mikrochemischen) Prifung folgende Eigenschaften: 

1. Sie sind in Alkohol unléslich, in kaltem Wasser schwer, 
in heiBem Wasser leicht léslich; bei geniigender Konzentration 
triibte sich die heibe, wiisserige Lo6sung beim Erkalten; die 
Triibung ist bedingt durch mikroskopische Kiigelchen, die all- 
miihlich die Gestalt von Scheibchen mit unregelmabig gezacktem 
Rand annehmen und sich mit Kaliumpermanganat braun fiarben. 
Eine diinnere Lésung bleibt beim Erkalten klar, triibt sich bei 
Zusatz von Salpetersiiure und wird beim Erwérmen wieder klar. 

2. Sie enthalten Stickstoff (Probe von Lassaigne stark 
positiv) und leicht abspaltbaren Schwefel (Braunschwarz- 
firbung beim Kochen mit Kalilauge und Bleiacetat). 

3. Sie lésen sich in Kalilauge leicht auf, beim Neutra- 
lisieren der Lésung fillt die Substanz aus (Bildung von 
Albuminat). 

4. Sie geben die Reaktionen von Millon, Molisch 
(intensiv rot), von Ehrlich (rotvioletter Ring beim Unter- 
schichten der Lésung mit einer Lésung von p-Dimethylamido- 
benzaldehyd in Schwefelsiiure), rotviolette Biuretreaktion und 
die Xanthoproteinreaktion. 

5. Sie lésen sich in verdiinnter und_ konzentrierter 
Schwefelsiiure, in Salpetersiure, in Salzséiure. Setzt man zu 
einer Probe des Krystallbreis auf dem Objekttraiger wenig 
Salpetersiiure oder verdiinnte Schwefelséure, so werden die 
Krystalle triib und lésen sich auf; es verbleibt jedoch eine 
kaum wahrnehmbare «<staubférmige» Triibung. 

6. Sie fiirben sich mit Millons Reagens rosa und nehmen 
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dabei allmihlich Bogenform an, mit Kaliumpermanganat 
braun, mit Jodjodkalium braun, mit Goldchlorid gelb, mit 
Pikrinséure gelb, mit Safranin rot, mit Saéurefuchsin rot. 

In Fig. 1 und 2 sind Mikrophotogramme des _ urspriing- 
lichen Krystallniederschlags wiedergegeben, in Fig. 3 das 
Mikrophotogramm der mit Kaliumpermanganat _ gefiirbten 
Krystalle!) (VergroSerung 50 mal). Durch das beschriebene Ver- 
halten sind die Krystalle als echte Eiweibkrystalle gekenn- 
zeichnet.?) 

Unsere Krystalle zeigen in allen wesentlichen Punkten 
vollige Ubereinstimmung mit denen von Grutterink und de 
Graaf. Diese geben an, da®B ihre Eiweifikrystalle sich in 
kochendem Wasser vollig lésen und beim Abkiihlen geldést 
bleiben.*) Eine einigermafen konzentrierte, in der Hitze her- 
gestellte vollkommen klare wasserige LOsung unserer 
Krystalle gab beim Erkalten eine starke Triibung, wiahrend 
eine sehr verdiinnte Lésung auch beim Erkalten klar _blieb. 
Ein sicherer Unterschied im chemischen Verhalten unserer 
Krystalle und derer von Grutterink und de Graaf hat so- 
mit nicht nachgewiesen werden kiénnen; unsere Beobachtungen 
sprechen vielmehr dafiir, dai beide Stoffe identisch sind. Der 
vollgiiltige Beweis ihrer Identitiit konnte freilich nicht erbracht 
werden, da die kleine Menge unserer Krystalle nicht ausreichte, 
um die Bausteine der Substanz niéher zu bestimmen. 

Magnus-Levy  beschreibt die Eigenschaften seiner 
Krystalle folgendermafen:*) «Die unter einer ammoniumsulfat- 
haltigen Losung aufbewahrten Krystalle lésten sich nach dem 
Filtrieren und Abpressen etwas langsamer in Wasser als der 
unkrystallisierte K6Orper, immerhin  geniigend leicht. Die 
wisserige Lésung wurde beim Erwarmen stark getriibt, bei 
100° wurde sie bei noch vorhandenem geringen Salzgehalt 





') Die mikrophotographischen Aufnahmen unserer Krystalle ver- 
danken wir Herrn W. Gummelt. 

2) Vgl. A. Wichmann, Uber die Krystallformen der Albumine. 
Diese Zeitschrift, Bd. 27, S. 575, 1899. 


8) 1c. S. 401. 
4) 1c. S. 217,218. 
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klar, wahrend nach starker Dialyse, wenn das Ammonium- 
sulfat bis auf Spuren entfernt war, in der Siedehitze Klérung 
nicht eintrat. Die Fallungsgrenzen durch Ammoniumsulfat lagen 
fiir die salzfreie sehr stark verdiinnte Lésung des Bence- 
Jonesschen Korpers bei 4,8, resp. 6,6 cem Ammoniumsulfat- 
losung, also etwas hodher als im Urin. Gegen Salpetersdure, 
Kochsalz, Kochsalzessigsiure, Ferrocyankaliumessigsaure re- 
agierte die Lésung des krystallisierten K6rpers genau wie die 
des nicht krystallisierten. Die Krystalle waren noch nicht asche- 
frei: Bei der Salpeterschmelze ergaben sie (durch Molybdan- 
siiure und ‘Tripelphosphatniederschlag nachgewiesen) einen 
geringen Phosphorgehalt. Da die direkte Veraschung im 
Platintiegel aber eine nicht saure, sondern eine in Wasser 
unlésliche, in Salzséure lésliche Asche lieferte, so darf auch 
hier der Phosphorgehalt wohl auf eine Beimengung von Kalk 
und Magnesiaphosphat bezogen werden. » 

Danach darf angenommen werden, daB Magnus-Levys 
Krystalle in Wasser von gewohnlicher Temperatur ziemlich 
leicht léslich waren. Im Gegensatz dazu waren Grutterink 
und de Graafs und ebenso unsere Krystalle in Wasser 
von gewohnlicher Temperatur sehr schwer l6slich. Es 
erscheint jedoch nicht méglich, aus dieser Abweichung auf 
eine Verschiedenheit der vorliegenden Eiweifstoffe zu schlieBen, 
zumal die Hoéhe des Aschegehalts von Magnus-Levys 
Krystallen nicht angegeben ist. 

Im Blut, der Leber und dem Knochenmark haben wir 
keinen Eiweifstoff nachweisen kénnen, welcher die dem «Bence- 
Jonesschen Eiweibk6rper» eigentiimliche Reaktion zeigte. 

Unsere Beobachtung beweist, da das klinische 
Symptom einer Bence-Jonesschen Albuminurie be- 
stehen kann, ohne dab eine Knochenmarkser- 
krankung nachweisbar ist. Ob etwa verschiedene einander 
sehr nahestehende pathologische Eiweifstoffe vorkommen, 
deren jeder dem Harn die fiir die Bence-Jonessche Albumin- 
urie charakteristischen Eigentiimlichkeiten verleihen kann, ist 
noch unentschieden. 
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Die chemischen Determinanten des Wachstums. 
Von 
Casimir Funk und Archibald Bruce Macallum (Beit Memorial 
Research Fellow). 


Mit einer Tafel. 


(From the Department of Chemical Physiology, Cancer Hospital Research Institute, 
Brompton, London, S. W.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Mai 1914.) 


Am Ende des Jahres 1911 und am Anfang des Jahres 1912 
erschien eine ganze Reihe von hochstinteressanten Arbeiten 
von Osborne und Mendel(!) und Hopkins,(?) die das 
Wachstumsproblem von einem ganz neuen Standpunkt auf- 
nahmen. Diese Autoren zeigten, daf auf einer kiinstlich zu- 
sammengesetzten Diiit, die z. B. aus Casein, Fett, Stirke, 
Zucker und Salzen bestand, junge Ratten zwar eine lange 
Zeit am Leben erhalten blieben, aber das Wachstum tota! 
einstellten. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dafi ein Zusatz 
von frischer Milch (Hopkins) oder eines Milchpraparates 
(Osborne und Mendel) bei den Tieren das Wachstum wieder 
normal gestaltete. 

Da die obige Versuchsnahrung in ihrer Zusammensetzung 
die notigen Bestandteile in geniigendem Mafie enthielt, so war 
es im voraus klar, daf die fehlende Substanz kein Protein, 
Fett, Kohlenhydrate und Salze sein kann, sondern ein bisher 
entgangener Bestandteil der Nahrung sein mui, der offenbar 
in der benutzten Diat fehlt. Von diesen Autoren, und ebenfalls 
von McCollum und Davis,(*) der spater hinzutrat, ist eine 
groBe Anzahl von Versuchen angestellt worden, um die che- 
mische Natur dieses fehlenden Bestandteils der Nahrung 
naiher zu definieren, die jedoch das Problem bis jetzt nicht 


zu losen vermochte. 
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Zu gleicher Zeit mit diesen Wachstumversuchen trat 
ein Wendepunkt in der Beriberifrage ein; es wurde gezeigt, 
dafi die Nahrung aufer den bekannten Bestandteilen noch 
eine Gruppe von bisher unbekannten Substanzen enthiilt, die 
fiir das Leben teils unentbehrlich, teils niitzlich sind. Diese 
Substanzen, die unter dem Namen, Vitamine gruppiert worden 
sind und deren Studium sich erst im Anfangsstadium befindet, 
haben schon jetzt eine ganze Reihe von chemischen und phy- 
siologischen Problemen erdffnet und sind wahrscheinlich auch 
berufen, ein neues Licht auf die Wachstumsfrage zu werfen. 
Wie weit diese von einem von uns (C. F.) verteidigte An- 
sicht(*) mit den bisher bekannten Tatsachen im Einklang steht, 
wird in dieser Arbeit gezeigt. 

Bevor wir aber dies tun, miissen wir auf einige Phasen 
der Wachstumsfrage naher eingehen. Aus den Arbeiten von 
Osborne und Mendel ist es offensichtlich, daB diese Autoren 
zuerst daran dachten, dafi in der Nahrung, bei der die 
Ratten kein Wachstum zeigten, es sich um Fehlen oder zu 
geringe Menge gewisser Aminoséuren handelt. Sie haben 
sich aber bald tiberzeugt, da dies nicht der Fall ist, indem 
sie statt Milch proteinfreie, d. h. von Proteinen befreite Milch 
anwandten, mit der sie zur damaligen Zeit tiber sehr gute 
Resultate berichteten. Eine andere Arbeit dieser Autoren (*) 
hatte zum Ziele zu beweisen, daB die Lipoide der Nahrung, 
insbesondere die in Ather lésliche Fraktion beim Wachstums- 
vorgang keine Rolle spielt. Spéter ersetzten sie die protein- 
freie Milch durch anorganische Salze, die in ihrer Zusammen- 
setzung diejenigen der proteinfreien Milch nachahmte.(*°) Auch 
mit diesem Priiparat berichteten sie damals tiber sehr gute 
Resultate, die aber von Hopkins und Neville(’) nicht besta- 
tigt werden konnten. Inzwischen ist eine Arbeit von McCollum 
und Davis (I. e.(3)) erschienen, die wieder die ganze Aufmerk- 
samkeit auf die Fettfraktion lenkte. Diese letzten Autoren 
haben gezeigt, dal} Butter wie auch der Atherextrakt aus Ei- 
gelb ein vorziiglich wachstumférderndes Mittel sind. Diese 
Angaben sind auch vor kurzem von Osborne und Mendel(*) 
bestitigt und erweitert worden. Sie haben die Butter durch 
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Zentrifugieren gereinigt und fanden, daf solche Butter stick- 
stofffrei ist und doch wachstumfordernd wirkt. Sie sahen darin 
den Beweis, dali die Wachstumsubstanz nichts mit den Vita- 
minen gemein hat. 

An dieser Stelle greifen unsere Versuche ein. Der eine 
von uns (Casimir Funk(°)) konnte zeigen, daB die Zusammen- 
setzung der Nahrung, die fiir die Wachstumversuche an Ratten 
angewandt wurde, vitaminfrei ist, d.i., dafS Tauben mit dieser 
letzten gefiittert an typischer Beriberi zugrunde gehen. 

Wir haben ferner die Butterversuche wiederholt. Zuerst 
gingen wir an die Reinigung der Butter und verfuhren zuerst 
genau nach der Vorschrift von Osborne und Mendel. 12 kg 
bester normandischer Butter wurde bei 45° geschmolzen und 
30—40 Minuten in einer Zentrifuge mit grofer Tourenzahl 
(6500 pro Minute) zentrifugiert und das geschmolzene Fett 
abpipettiert. Wir erhielten auf diese Weise eine Fettfraktion, 
eine triibe wiisserige Schicht und einen festen Riickstand, 
der aus Epithelzellen, Haaren und Schmutz bestand. 

Die wiisserige Lisung, die 1300 cem betrug, wurde durch 
eine Watteschicht filtriert. Die Fliissigkeit hatte einen kisigen 
Geruch und wurde mit 2 Volumen Alkohol gefillt, worauf ein 
gelatindser Niederschlag ausfiel (verindertes Casein?). Dieser 
wurde abzentrifugiert und das Filtrat im Vakuum auf 290 ccm 
eingeengt, die Liésung durch ein nasses Filter filtriert. Von 
dieser Lésung wurde 10 ccm fiir die Bestimmung des Stick- 
stoffs angewandt. Diese brauchten zur Neutralisation 55,0 ccm 
n/io-H,SO,. Die Gesamtmenge der Loésung enthielt somit 
2,23 g Stickstoff. 

Das Butterfett wurde dagegen auf folgende Weise weiter 
gereinigt. Das Fett wurde wieder bei 40—45° C. geschmolzen 
und in Portionen von 500 cem mit 500 ccm Aceton versetzt 
und die Mischung in 2 Liter Wasser, das 1/2°/o HCl ent- 
hielt, hineingegossen. Es bildete sich eine feine Emulsion, die 
eine halbe Stunde auf der Schiittelmaschine gehalten wurde. Die 
wiasserige und die fettige Schicht wurden dann bei 37° C. im 
Scheidetrichter getrennt und das wiasserige Extrakt durch ein 
nasses Filter filtriert. Die Lésung wurde dann bei niedriger 
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Temperatur im Vakuum auf 150 ccm eingeengt, durch ein nasses 
Filter filtriert. Die L6sung, die klar war und von orange Farbe 
war und stark nach HCl roch, wurde auf 200 cem aufgefiillt. 

10 ecem dieser Lésung ergaben nach Kjeldahl 0,8 ccm 
n/10-H,SO,, die Kontrolle brauchte 0,2 ccm. Die Gesamtlosung 
enthielt demnach 0,0168 g Stickstoff. 

20 cem dieser Lisung wurden in einem flachen Boot im 
Vakuumexsikkator bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand 
wurde mit feinem CuO gemischt und nach Dumas verbrannt. 
Es wurden 1,6 ccm N bei 19° und 756 mm erhalten. Die Ge- 
samtlisung enthielt somit 0,0234 g Stickstoff. 

Die Lésung lieferte mit dem Harnsiiurereagens von Folin 
und Macallum keine Reaktion, dagegen aber eine blaue Farbung 
mit dem Phenolreagens von Folin und Denis, auch mit Phos- 
phorwolframsiure wurde eine Fallung erhalten, deren Menge 
aber nicht geniigte, um eine Untersuchung durchzufihren. 

Das so gereinigte Butterfett wurde einer weiteren Ex- 
traktion unterworfen. Auch der nachste Extrakt enthielt, wie 
wir sehen werden, noch immer stickstoffhaltige Substanzen. Je 
| kg von gereinigtem Butterfett wurde mit 1500 ccm einer 
1/29/9igen HCl am_ RiickfluBkiihler 6 Stunden gekocht. Das 
Fett wurde daraufhin von der wiasserigen LOsung getrennt und 
die letzte im Vakuum bei niedriger Temperatur auf 200 ccm 
eingeengt, wobei ein Teil der Substanz sich krystallinisch 
abschied. 

10 ecm der Lésung brauchten 0,7—0,2 ccm (Kontrolle) ®/10- 
H,SO,. Die Gesamtlésung enthielt somit 0,014 g Stickstoff. 

20 ccm in der oben geschilderten Weise nach Dumas 
verbrannt gaben 1,9 ccm N bei 20° und 756 mm. Die Gesamt- 
ldsung enthielt demnach 0,022 ¢g Stickstoff. 

Die Losung gab die Harnsiure- und Phenolreaktion und 
lieferte mit Phosphorwolframsiure einen Niederschlag. 

Die obigen Zahlen sollen beweisen, daB es sehr schwer 
oder vielleicht unmdéglich ist, die Butter von stickstoffhaltigen 
Substanzen vollig zu befreien. Mit dieser gereinigten Butter 
haben wir im Vergleich mit nicht behandelter Butter Tier- 
experimente an Ratten angestellt. Hier sind wir auf grofe 
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Schwierigkeiten gestofen, die allerdings aus den _ bisherigen 
Arbeiten anderer Autoren tiber das Wachstum der Ratten nicht 
vorauszusehen waren. 

Unsere Versuche wurden in der Mitte des Winters be- 
gonnen. Die Nahrung bestand aus: 

Casein 22°/o, 

Stirke 42 °/o, 

Rohrzucker 21 °/o, 

Speck 12,4°/o, 

Mischung von Salzen 2,6°/o (in neuer Zusammensetzung 
von Osborne und Mendel(?®)). 

Das Casein wurde, da es nach unseren Versuchen immer 
Vitamine enthidlt, mit gréBerer Menge absoluten Alkohols am 
RiickfluBkiihler 6 Stunden extrahiert. In spiteren Versuchen 
wurde der Speck eine Stunde lang im Autoklaven auf 150° 
erhitzt. Wir haben unsere Versuche bis jetzt auf 318 Ratten 
gemacht, doch ist uns bis jetzt an Winterratten noch nicht 
gelungen, die Tiere langer wie 47 Tage am Leben zu erhalten. 
Die Tiere starben alle mit heftiger Diarrhée und Appetitlosig- 
keit, also einem Krankheitsbild, das den bekannten Avita- 
minosen andere Tiere nahesteht. Immerhin konnten wir die 
Beobachtung machen, daf die Tiere an Butter, die nach unserer, 
Methode gereinigt wurde, eine gréfere Sterblichkeit zeigten, 
als die Tiere an genuiner Butter. Bisher also haben wir den 
rettenden Effekt der Butter bei den Winterversuchen nicht 
beobachten kénnen. Vor kurzem haben wir wieder neue Ver- 
suche mit Frihlingsratten angefangen, die anscheinend etwas 
besser verlaufen, wir werden bald iiber diese letzten Versuche 
berichten. 

Hier kommen wir auf eine prinzipiell wichtige Frage, die 
schon friiher von einem von uns (C.F.) besprochen wurde 
(1. c.),(4) naémlich ob Raiten tiberhaupt langere Zeit auf vitamin- 
freier Nahrung leben kénnen. Diese, friiher von Osborne und 
Mendel verfochtene Ansicht wurde immer von uns angezweifelt, 
da sonst den Ratten unter den allen bis jetzt in dieser Hinsicht 
untersuchten Tieren eine Ausnahmestellung zukommen mite. 
Sie miiften nimlich die Fihigkeit besitzen, die Vitamine zu 
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synthetisieren. Schon die Tatsache, daf neuerdings Osborne 
und Mende! in ihren Versuchen tiber den Einflu{ der Amino- 
siiuren(!!) und Lebertran und anderer Fette(!*) auf das Wachs- 
tum der Ratten konstant proteinfreie Milch und zwar in einer 
Menge von 18°/o der Gesamtnahrung zusetzen, machen es sehr 
wahrscheinlich, dafi auch Ratten ohne Vitamine nicht leben 
koénnen. Merkwiirdigerweise scheinen Osborne und Mendel 
die proteinfreie Milch nur als Zusatz von Salzen zu betrachten. 
Dagegen konnte der eine von uns (C.F.('°)) zeigen, daB die 
proteinfreie Milch 20—40 mg Stickstoff (Reststickstoff) nach 
Kjeldahl enthalt, von welcher Menge ein grofer Teil beim 
Zentrifugieren in den fettigen Teil (Butter) tibergeht. Schon 
friiher konnte der eine von uns zeigen (C. F.('*)), dai Milch 
Vitamine enthalt. 

Wenn also Osborne und Mendel den EinfluBb des Leber- 
trans auf das Wachstum studieren und dabei als Standard 
eine Nahrung benutzen, die in ihrer Zusammensetzung protein- 
freie Milch enthaélt, so arbeiten sie immer mit 2 Unbekannten 
x und y, deren Kinfluf aufeinander wir leider nicht kennen, 

Es ist klar, daB das Studium der Wachstumsvorginge 
ein besonders kompliziertes Problem darstellt. Wir haben hier 
mit vielen Faktoren zu tun. Zuerst muf natiirlich die Standard- 
nahrung alle gewohnlichen Bestandteile (Aminosauren, Salze usw.) 
in geniigender Menge enthalten. Dazu kommt noch die Appetit- 
frage; die Nahrung kann wohl in ihrer Zusammensetzung 
komplett sein, frift aber das Tier nicht genug davon, so kann 
es natiirlich nicht wachsen. Dazu kommt noch der EinfluB der 
Jahreszeit, wie wir schon oben gesehen haben. Aus allem 
Gesagtem scheint unsere Auffassung berechtigt, daB das Wachs- 
tumsproblem eng mit dem Vitaminproblem verkniipft ist. Es 
ist némlich nicht unwahrscheinlich, daf Spuren von Vitaminen, 
die aus der Nahrung nur schwer oder vielleicht gar nicht zu 
entfernen sind, die Tiere am Leben zu erhalten verm6égen. 
Wird ein Uberschu8 von Vitaminen verabreicht, so tritt Wachs- 
tum ein. Wenn wir hier von Vitaminen sprechen, so meinen 
wir natiirlich nicht, daB es sich hier gerade um dieselben 
Substanzen handelt, die bei der Verhiitung von Beriberi eine 
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Rolle spielen. Wir koOnnen némlich schon einige Typen von 
Vitaminen, die bis jetzt chemisch noch nicht niiher untersucht 
worden sind, namlich Vitamine, die nur in frischen, wasser- 
haltigen Nahrungsstoffen, z. B. Gemiisen und Friichten ent- 
halten sind, wir kennen auch solche Vitamine, die in fettreichem 
Ausgangsmaterial vorhanden sind. Zu dieser letzten Gruppe 
gehért wohl Butter und manche von den bisher untersuchten 
Olen. Wir sind dabei den Einflu8 von gereinigten Vitaminen 
verschiedener Herkunft auf das Wachstum der Tiere zu unter- 
suchen und hoffen bald dariiber berichten zu kénnen. 

Bei unseren Untersuchungen wollen wir uns mit einer 
einzigen Tierart nicht begniigen. Wir haben bereits Hiihner 
in unseren Wirkungskreis herangezogen. Der eine von uns 
(C. F.(15)) hat vor kurzem dariber einige Versuche mitgeteilt, 
die zeigen, dafi junge Hiihner auch auf vitaminhaltiger Nahrung 
(unpoliertem Reis) nicht wachsen. Wir wollen vorlaufig aufer 
acht lassen, ob es sich dabei um Appetitfrage handelt. Wir 
sind niimlich bei den Hiihnern zu der Anschauung gekommen, 
dafi diese Tiere zum Wachstum und Gedeihen unbedingt frischer - 
Nahrungsmittel bediirfen (Wiirmer usw.). Beim Mangel dieser 
entwickelt sich bei ihnen eine rachitisartige Erkrankung, deren 
Entstehung friiher auf engen Raum, Bewegungshinderung usw. 
zurickgeftihrt wurde. Wir glauben somit, dali bei den ver- 
schiedenen ‘Tiergruppen das Wachstumsproblem ein neues 
Problem darstellt. Die jungen Hiihner kénnen die ersten 
2 Monate sehr gut auf trockener Nahrung gedeihen, erst 
spiter kommen die Rachitissymptome zum Vorschein. 

Unsere Auffassung, daB bei verschiedenen Tierarten das 
Wachstum ein anderes Problem darstellt, wird bekraftigt in 
einigen Versuchen, die wir mit Lebertranzusatz zum unpolierten 
Reis bei Hiihnern machten. Wiahrend Hiihner auf unpoliertem 
‘els nicht liinger als 2 Monate leben kénnen, ist es gelungen, 
dieselben durch Lebertranzusatz dauernd am Leben zu er- 
halten. Wiihrend aber Osborne und Mendel bei Ratten tiber 
sehr gute Erfolge mit Lebertran berichten, wirkt der letzte 
Zusatz auf Hiihner sehr giinstig, regt aber das Wachstum 
nicht an. Die beigelegte Photographie zeigt ein solches Huhn 
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im Vergleich zu einem normal ernéhrten desselben Alters. 
Das Gewicht dieses nun 7 Monate alten Vogels, der nur von 
unpoliertem Reis und Lebertran ernahrt wird, ist seit 5 Mo- 
naten konstant 150—160 g, das Gewicht also eines Huhnes 
im Alter von 5—6 Wochen. Das Tier wuchs die ersten paar 
Wochen ein wenig, bis die Beobachtung gemacht wurde, daf 
es Fliegen fangt. Als die Kafige mit Gaze bedeckt wurden, 
wurde das Wachstum total eingestellt. Es ist interessant zu 
bemerken, dafi die Federn und der Schnabel normal wachsen, 
das Tier zeigt keine sekundar-sexuelle Merkmale und hat die 
Stimme eines vierw6chentlichen Tieres. Unsere Arbeit zu- 
sammenfassend mochten wir nochmals auf die engen Bezie- 
hungen zwischen dem Wachstum der Tiere und Vitamingehalt 
der Nahrung hindeuten; die Untersuchung dieser Beziehungen 
ist das Ziel unserer weiteren Arbeiten. 
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mil unpoliertem Reis und Lebertran. 
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Uber Stickstoffretentionen bei Zufuhr von Ammoniaksalzen 
oder Harnstoff. Durch Versuche mit permanent-intravendser 
Injektion untersucht. 

Von 


V. Henriques und A. C. Andersen. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. Mai 1914.) 





In den letzten paar Jahren ist die Frage der Bedeutung 
der einfach konstituierten, stickstoffhaltigen Stoffe fiir den 
Stickstoffumsatz im tierischen Organismus von Grafe und 
seinen Mitarbeitern wieder in den Vordergrund geriickt worden. 
Nach Grafe und Schliapfers erster Arbeit tiber diese Frage') 
haben teils Abderhalden und seine Mitarbeiter?) Versuche 
in dhnlicher Richtung ausgefiihrt, teils hat V6ltz*) auf die 
von ihm selbst und von Kellner sowie von anderen Forschern 
friiher verdffentlichten Arbeiten tiber dasselbe Thema auf- 
merksam gemacht. Wir werden hier auf alle die diesbeztiglichen 
Abhandlungen nicht naher eingehen, sondern uns mit einem 
Verweis auf die unten zitierten begniigen. 

Von Fiitterungsversuchen mit Natriumnitrat liegen nur 
wenige vor, namlich teils von Abderhalden und Hirsch‘) 
und teils von Grafe und Wintz.°) 

Abderhalden und Hirsch wihlten ihre analytischen 
Methoden in héchst ungiinstiger Weise, sodaf ihre Resultate 
wertlos wurden. Von der Auffassung ausgehend, dai der oxy- 
dierte Stickstoff bei der Kjeldahlmethode nicht mitbestimmt 





') Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 1 (1912). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 78 ff. 

8) Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 415 (1912). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 189 (1913). 
5) Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 283 (1913). 
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wird, glaubten sie durch Kjeldahlisieren des salpeterhaltigen 
Harns den Nichtsalpeterstickstoff zu bestimmen, und tibersehen 
somit, dafi schon Kjeldahl!) darauf aufmerksam machte, dab 
vorhandene Salpetersiure durch Anwesenheit organischer Stoffe 
teilweise in Ammoniak reduziert wird. Wenn es sich besonders 
um Stickstoffbestimmungen in salpeterséurehaltigen Harnen 
handelt, kommt hierzu noch ein anderer Fehler, indem die 
durch die Schwefelsiéure freigemachten Stickstoffoxyde einen 
Teil des Harnstoffes unter Entwicklung von Stickstoff zersetzen 
kOnnen, wie von Bardach?) nachgewiesen worden ist. Diese 
beiden Fehler wirken in entgegengesetzter Richtung und kénnen 
einander natiirlich zufilligerweise aufheben, was jedoch selbst- 
verstiindlich nur ausnahmsweise der Fall sein wird. Um zu 
sehen, von welcher GrodSe derartige Fehler sein k6nnen, 
wurden in Harn, sowie in Mischungen von Harn und Salpeter- 
lésung (1,5 g Kaliumnitrat in 100 ccm Wasser) Stickstoffbe- 
stimmungen nach Kjeldahl ausgefiihrt. Die Ergebnisse waren: 
| 15,65 mg N | 0,00 mg N 
j 15,65 mg N J 0,00 mg N 
50 cem Harn +- 40 cem Nitratl6sung -—- Wasser bis 100 ccm. 
Auf 1 mg Harn-N sind 0,53 mg Salpeter-N vorhanden. 

In 6 Analysen mit je 5 ccm der Mischung wurden ge- 
funden: 6,25, 5,35, 8,25, 7,35, 7,60, 8,40 mg N, wihrend im 
Harn 7,82 mg N vorhanden waren. 

80 cem Harn + Nitratlbsung bis 100 ccm. Auf 1 mg 
Harn-N sind 0,17 mg Salpeter-N vorhanden. In 4 Analysen 
mit je 5 cem der Mischung wurden gefunden: 13,20, 13,25, 
13,20, 13,40 mg N, wihrend in der verwendeten Harnmenge 
12,52 mg N vorhanden waren. 

Wie zu erwarten war, sind die Resultate so schwankend 
und die Fehler so grof, dab eine Anwendung der gewohnlichen 
KjeldahImethode bei der Analyse von salpeterhaltigem Harn 
nicht méglich ist. Wie man in solchen Fallen den Gesamtstickstoff 
bestimmen kann, ist von Bardach genau angegeben worden. 


5 ecm Harn 5 ecem Salpeterlodsung 


‘) J. Kjeldahl, Meddelelser fra Carlsberg Laboratoriet, Bd. 2, 
S. 25 (1883). — Zeitschr. f. analyt. Chemie, Bd. 22, S. 381 (1883). 
*) B. Bardach, Zeitschr. f. analyt. Chemie, Bd. 36, S. 776 (1898). 
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Es erhellt hieraus, daB die Bestimmung des Nichtsalpeter- 
stickstoffes in siimtlichen Harnen von Abderhalden und 
Hirschs Versuchstieren wertlos sind. Fiir die beiden letzten 
Hunde und das Schwein ist die ausgeschiedene Salpetermenge 
als Differenz zwischen Gesamt-N und Nichtsalpeter-N bestimmt; 
auch diese Zahlen kOnnen somit zu keinen Schliissen itiber 
das Verhalten des Salpeters im tierischen Organismus benutzt 
werden. Zuriick bleiben dann nur die Bestimmungen des aus- 
geschiedenen Salpeters bei dem ersten Hunde, wo eine andere 
Methode angewandt wurde. Nach der Bestimmung des ausge- 
schiedenen Ammoniaks nach Kriiger-Reich-Schittenhelm 
haben Abderhalden und Hirsch das vorhandene Nitrat durch 
Reduktion mittels der Devardaschen Legierung in alkalischer 
Lésung in Ammoniak iibergefiibrt, das dann abdestilliert und 
bestimmt wurde. Hier wurde leider itibersehen, daf das 2stiin- 
dige Kochen mit Natronlauge, wodurch die Reduktion zu Ende 
gefiihrt wird, die Zersetzung mehrerer normaler Harnbestand- 
teile (namentlich Harnstoff) unter Ammoniakentwickelung be- 
wirkt, d. h. die iiberdestillierte Ammoniakmenge ist viel zu groB, 
und somit sind auch diese Salpeterbestimmungen ohne Interesse. 

Wir haben diese Analysen so eingehend besprochen, um 
zu hindern, dali andere Forscher die in der erwiihnten Ab- 
handlung von Abderhalden und Hirsch ausfihrlich mitge- 
teilten Methoden benutzen sollten. 

Im Gegensatz zu Abderhalden und Hirsch wenden 
Grafe und Wintz zur Bestimmung von bzw. «Salpetersiiure-N » 
und «Kjeldahl-N» durchaus korrekte Methoden an; ihre Ver- 
suchsresultate (Versuche mit Schweinen) lassen eine vierfache 
Wirkung verfiitterten Salpeters erkennen: 

1. Eine Beeinflussung des N-Umsatzes findet tiberhaupt 
nicht statt; der Salpeter wird quantitativ wieder ausgeschieden. 

2. Der Salpeter wird quantitativ ausgeschieden, fiihrt aber 
zu einer deutlichen Verminderung des Verlustes an Kjeldahl-N. 

3. 10-—15°/o des eingefiihrten Nitrat-N werden dauernd 
retiniert, ohne in anderer Form den KOrper zu verlassen. Eine 
giinstige Beeinflussung des Umsatzes an Kjeldahl-N kann 
gleichzeitig vorhanden sein oder fehlen. 
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4. Hohe Dosen von Salpeter steigern die Abgabe des 
Kérpers an Kjeldahl-N (toxische Wirkung auf den Eiweif- 
stoffwechsel?). Die Verschiedenheit des Ausfalles der Versuche 
scheint in erster Linie von der Dosierung des Salpeters ab- 
hingig zu sein. 

Wie man sehen wird, sind die gewonnenen Resultate 
sehr schwankend; Grafe und Wintz meinen doch, daf unter 
gewissen Umstainden etwas Nitrat-N im Organismus retiniert 
werden kann. 

Wenn Grafe und Wintz den Gedanken ablehnen, daf 
der «zuriickgehaltene» N in Gasform durch die Lungen aus- 
geschieden sein kann, so ist dies doch kaum berechtigt, und 
wenn Grafe und Wintz als Stiitze ihrer Auffassung die Unter- 
suchungen von Krogh und Oppenheimer anfiihren, so haben 
diese in diesem Zusammenhang keine Bedeutung, da die beiden 
genannten Forscher nur gezeigt haben und auch nur haben 
zeigen wollen, daB bei normalen Tieren keine Ausscheidung 
noch Aufnahme von Stickstoff durch die Lungen stattfindet. 
Wie das Verhiltnis sich bei Tieren stellt, die mit Nitraten ge- 
fiittert werden, davon sagen sie nichts. 

Von Fiitterungsversuchen mit Ammoniaksalzen oder Harn- 
stoff liegt eine bedeutende Menge vor. Die angewandten Am- 
monsalze waren etwas verschieden: Acetat, Carbonat, Citrat 
oder Chlorid. In betreff der einschligigen Literatur verweisen 
wir teils auf Peschecks Arbeit in Pfltigers Archiv,!) teils 
auf die oben angefiihrten Arbeiten von Grafe. 

Die Versuche wurden ausgefiihrt mit Herbivoren (Schafen), 
Carnivoren (Hunden) und Omnivoren (Schweinen), und die Re- 
sultate waren insofern tibereinstimmend, als die meisten Unter- 
sucher eine, oft recht bedeutende N-Retention im K6rper nach- 
weisen konnten. Wéahrend also die meisten Forscher darin 
iibereinstimmen, dai eine Retention von N tatsichlich statt- 
findet, besteht bei weitem keine Einigkeit dariiber, wie diese 
Retention zu deuten ist, und bei dem zurzeit vorliegenden Ver- 
suchsmaterial ist es wohl auch nicht mdglich, sich mit Sicher- 
heit dariiber auszusprechen, was diese N-Retention zu be- 





‘) Pfliigers Archiv, Bd. 142, S. 143 (1911). 
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deuten hat. Wir werden, bevor wir die von uns angestellten 
Versuche beschreiben, kurz die Méglichkeiten besprechen, die 
denkbarerweise bei der Stickstoffablagerung im Organismus 
nach Einfiihrung von Nitraten, Ammonsalzen oder Harnstoff 
eine Rolle spielen, indem wir gleichzeitig darauf aufmerksam 
machen, daf die meisten dieser Moglichkeiten selbstverstiind- 
lich bereits von friiheren Autoren herangezogen worden sind. 

1. Die Bedeutung der Darmbakterien. Bereits Zuntz') 
hat auf die grofe Bedeutung der Darmflora fiir die Ernihrung 
der Pflanzenfresser aufmerksam gemacht, und Hagemann?) 
vermutet, dai die im Pansen wachsenden Bakterien aus Amiden 
und ahnlichen Stoffen echte Proteine aufbauen, die dann nach 
dem Absterben der Bakterien verdaut und weiter unten im Ver- 
dauungskanal resorbiert werden. Es kann noch hinzugefiigt 
werden, daB sich im Pansen der Wiederkiuer Massen von In- 
fusorien finden, die von Bakterien leben; auch diese Klein- 
lebewesen werden, nachdem sie gestorben sind, verdaut und 
weiter unten im Darm resorbiert. Max Miiller*) hat ferner 
dargetan, dafi Pansenbakterien, die in weinsauren Ammoniak- 
losungen kultiviert werden, Proteine bilden, die in der Lésung 
verbleiben; diese Proteine sind dann imstande, dieselbe Wirkung 
auf den tierischen Organismus auszuiiben wie z. B. Blutalbumin. 
Als ferneren Beweis fiir die Bedeutung der Mikroorganismen 
fiir die Ernaéhrung sollen hier zwei Versuche angefiihrt werden, 
die vor Jahren von Prof. C. Hansen und dem einen von uns 
(V. H.) ausgefiihrt wurden. Diese Versuche wurden an Ratten 
mit der in dieser Zeitschrift, Bd. 43, beschriebenen Versuchs- 
technik ausgefiihrt. Als Stickstoffquelle wurden in dem einen 
Versuch Pansenbakterien benutzt, die durch Aussaat einer ge- 
ringen Menge von Pansensaft in eine von stickstoffhaltigen Stoffen 
nur Asparagin enthaltende Niahrfliissigkeit gewonnen waren. 
Nachdem die Kulturen langere Zeit im Thermostaten gestanden 
hatten, wurden die Bakterien zentrifugiert und darauf mit Wasser, 
Alkohol und Ather gewaschen und getrocknet. Bei Anwendung 





') Pfliigers Archiv, Bd. 49, S. 483 (1891). 
*) Landwirtschaftliche Jahrbiicher, Bd. 20, S. 264 (1891). 
8) Pfliigers Archiv, Bd. 112, S. 112 (1906). 
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einer grofen Menge von Kulturen in grofen Kolben wurden in 
dieser Weise einige 20 g Bakterienmasse gewonnen, die in 
untenstehendem Versuch benutzt wurde. 


Versuch A. 
Das Futter war vom 2./11. 08 bis 7./11. 08: Fett = 36 g, Cellu- 
lose = 10 g, Zucker = 14 g, Starke = 18 g, Salze = 2 g. — Vom 
7./11. bis 23./11. war das Futter: Pansenbakterien = 20 g, Fett = 36 g, 






























































Cellulose = 8 g, Starke = 8 g, Zucker = 6 g, Salze 2g. °/o-N = 2,36. 
Daum £ | € |. mg |_ mg mg |Total-| N 
Ge- | _N aufge- | N in dem | N in den | 
1908 wicht | Futter’ nommen | Harn Faeces N | abgesetzt 
eae 2 ae oe “a, mn 
3 |110/ 0 | o | 64 - se om 
4 | 9) 50!) O | 55 11,5 | 66,5! 665 
5. | 97] 50] Oo | 39 12.9 51,9) 51,9 
6. 97 | 50! 0 47 g2 | 65,2| +552 
7/11. | 91) 45 | 1062 62 > | ep | ? 
8 | 92) 45 | 1062 56 53,7 | 109,7| + 3,5 
9 | 9) 45 | 1062 79 568 135,8) + 29,6 
10. | 89 4,5 106,2 62 44,5 | 1065; + 0,3 
11 | 88 | 45 | 1062 | 72 50,8 | 12,8) — 16,4 
12 | 88 | 45 106,2 61 58,9 | 1199] + 13,7 
13 | 88 | 4,5 106,2 51 445 | 95,5} +-10,7 
t= | 88 | 45 | 1062 56 50,4 | 1064) + 0,2 
15. | 88 5,0 | 1180 | 57 59,3 | 1163) + 1,7 
16. | 88 | 5,0 118,0 53 55,7 108,7; + 9,3 
7. | 88 | 50 | 1180 59 588 | 117.8) + 0,2 
18. | 87 | 50] 1180 58 56,9 | 1149) + 31 
19. | 88 | 50 | 1180 | 58 50,7. | 108,7| + 9,3 
20. | 88 | 5,0 118,0 | 57 57,7 114,7) + 3,3 
21. | 88) 55 | 1298 : 49,6 | 103,6| +262 
2, | 88 | 60 | 1416 | 61 67,8 | 1288] +128 


In dem zweiten Versuch wurde als Stickstoffquelle Bier- 
hefe benutzt. die zu wiederholten Malen mit Wasser, Alkohol 
und Ather ausgewaschen und dann getrocknet wurde. Das 


Resultat war: 
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Versuch B. 
Das Futter war: Hefe = 52 g, Fett = 90 g, Cellulose = 14 g, 
Zucker = 8 g, Starke = 12 g, Salze = 6 g. °/o-N 2,42. 

iin | A | . N ou V Ly me an | Total m 
1908 | wicht | Futter nommen | im Harn | Faeces | N_ | abgesetzt 
17/9. | 145 | — rs cons se a ae 
18. 43 | 0 | — | - | —- |=-| = 
19. 42 | 7 | 169,4 | 185 | 31,6 | 1866) + 17,2 
20). 142 7 | 1694 | 124 | 37,6 | 161,6 + 7,8 
21. | 1440] 7 | 1694 | 126 | 40,7 | 166,7/ + 2,7 
22. 1440 | 7 | 1694 | 187 | 42,5 | 1795) -> 10,1 
23. 143 | 7 169,4 | 133 | 28,1 | 1611) + 8,3 
% | 142 | 7 1694 | 136 | 45,3 | 181,3) + 11,9 
25 | 140 | 7 1694 132 26,3 | 1583) + 11,1 
26. | 1388 | 7 1694 | 128 | 37,8 | 165,8| + 3,6 
27. | 136 | 7 | 1694 | 140 | 364 | 1744) + 50 
98. | 139 | 7 169,4 | 124 36,5 | 160,5, + 89 
29, 142 | 7 1694 | 126 | 37,4 | 1634 + 6,0 
30. 145 | 7 1694 | 120 | 80,1 | 1501 ++19,3 
4/10: | 444 | 7 169,4 | 130 | 31,2 1612) + 82 
2. 141 | 7 1694 | 129 | 286 | 157,6; + 11,8 
3. 145 | 7 | 1694 | 192 | 25,0 147,0, 4.224 
4, 146 | 7 1694 | 126 | 268 | 1528| +166 














Aus den hier angefiihrten Versuchen geht deutlich hervor, 
daf Bakterien oder Hefezellen als einzige Stickstoffquelle im- 
stande sind, nicht nur ein N-Gleichgewicht, sondern auch eine 
bedeutende N-Ablagerung im Organismus bei Omnivoren wie 
Ratten zu bewirken. 

Die Annahme von Grafe und Schlipfer, daB die Bak- 
terienwirksamkeit im Darmkanal des Hundes nur zu gering- 
fiigigen Stickstoffretentionen Anla® geben kann, ist daher wohl 
kaum richtig. Man mu8 sich nimlich erinnern, daB die von 
diesen Forschern angewandte Futtermischung ohne Zweifel 
fiir viele Bakterienformen eine iiberaus gute Nahrung ist. Beim 
Schwein, das sowohl von Grafe als von Abderhalden als 
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Versuchstier angewendet worden ist, stellt sich das Verhiltnis, 
was das Bakterienwachstum im Darm betrifft, weit giinstiger; 
die bedeutende, im Darmkanal des Schweines stattfindende 
Methanbildung!) deutet auch auf eine besonders lebhafte bakte- 
rielle Wirksamkeit. 

Wir bezweifeln deshalb nicht, daB die bakteriellen Vor- 
ginge im Darmkanal fiir die N-Retention nach Verfiitterung 
von Harnstoff und Ammonsalzen sowohl beim Hunde als be- 
sonders beim Schwein eine weit grdéfere Rolle spielen, als man 
bisher zu glauben geneigt war; dafi die Bakterien im Darmkanal 
der Wiederkiuer fiir die Verwertung der ,,Amidsubstanzen‘ 
der Pflanzen durch diese Tiere von der allergro&ten Bedeutung 
sind, dariiber sind wohl nun die meisten Forscher einig.?) 

2. Die zweite Méglichkeit der N-Retention bei Verfiitterung 
von Harnstoff usw. ist, dafi die resorbierten N-haltigen Stoffe 
nur sehr langsam abgegeben werden, wenn man wieder auf- 
hért, die genannten Stoffe zuzufiihren. 

Daf dieses Verhialtnis z. B. bei der Fiitterung mit Nitraten 
eine Rolle spielt, scheint aus Grafe und Wintz’ Versuchen 
hervorzugehen, indem die Nitratausscheidung hier (Schwein IX) 
7 Tage nach Aufhéren der Nitratverfiitterung fortdauerte. Zu 
Ende des Versuches ist der Harn nicht nitratfrei, und eine fort- 
gesetzte, geringe Ausscheidung von Nitraten wird somit — 
allerdings nach verhiltnismabig langer Zeit — imstande sein, 
den Organismus von dem retinierten Nitrat zu befreien. Wir 
erinnern in diesem Zusammenhang daran, daf Patienten, die 
Jodkalium gebraucht haben, liingere Zeit, nachdem sie damit 
aufgehért haben (11 Tage oder mehr), Jodkalium im Harn aus- 
scheiden. 

Bei Fiitterungsversuchen mit Ammonsalzen oder Harn- 
stoff ist es natiirlicherweise nicht mdglich, eine so geringe 
Ausscheidung in einer Nachperiode zu verfolgen; es ist daher 
aber nicht weniger wahrscheinlich, daB auch hier eine langsame 
Nachausscheidung stattfindet. (Hier waren selbstverstandlich 
Untersuchungen iiber den Schwefelumsatz von grofer Bedeutung.) 


‘) J. Markoff, Biochem. Zeitschrift, Bd. 57 (1913). 
?) Siehe Kellner, Die Ernahrung der landwirtschaftl. Nutztiere. 
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3. Moglich ist es auch, daB eine bedeutende Menge von 
Harnstoff bezw. Ammonsalzen im Blut auf den N-Umsatz 
hemmend wirken und somit eine anscheinende Retention be- 
wirken wird; ob eine solche Retention stattfindet oder nicht, 
li®t sich schwerlich feststellen; vieles scheint aber dafiir zu 
sprechen, daB eine Anhaufung der Abfallprodukte der Zellen 
in den Zellen selbst herabsetzend auf den Energieumsatz der 
Zelle wirken mub. 

4. Die vierte und letzte Moéglichkeit besteht darin, dab 
die resorbierten Ammonsalze in Verbindung mit Kohlenhydraten 
durch einen synthetischen ProzeB zu Protein aufgebaut werden, 
sodaB der bei Fiitterungsversuchen mit Ammonsalzen retinierte 
Stickstoff im Organismus als Protein vorgefunden wird. 

Die interessanten Untersuchungen von Knoop und 
KerteB!) und von Embden und Schmitz?*) zeigen deutlich 
genug auf synthetische Prozesse hin; anderseits scheint es 
uns aber verfriiht, auf Grund dieser Versuche die genannte 
Proteinsynthese als einen allgemein vorkommenden Prozel 
betrachten zu wollen. Solange man die oben als 1, 2 und 3 
angefiihrten Moéglichkeiten nicht ausschlieBen kann, muf man 
es als im hoéchsten Grade unwahrscheinlich betrachten, dab 
Harnstoff, Ammonsalze und sonstige Abfallprodukte der Zellen 
fiir die Proteinsynthese im Organismus Bedeutung haben kénnen. 

Um indessen iiber die Bedeutung der Ammonsalze fiir 
den Organismus Klarheit zu gewinnen, ist es notwendig, Ver- 
suche anzustellen, bei denen man sich nicht auf eine Fiitterung 
mit Ammonsalzen -++- N-freien Stoffen beschrinkt und danach nur 
den N-Umsatz bestimmt. Grafe hat denn auch die Bedeutung 
davon hervorgehoben, den Schwefelumsatz gleichzeitig mit dem 
N-Umsatz zu bestimmen.*) Man koénnte auch Sulfate und an- 





') Diese Zeitschrift, Bd. 71, S. 252 (1911). 

2) Biochem. Zeitschrift, Bd. 29 und 38. 

3) In dieser Zeitschrift, Bd. 88, S. 391 (1913) teilt Grafe mit, dah 
Herr H. Rosenberg solche Versuche angefangen hat. Ob sie spiter 
verOffentlicht worden sind, ist uns nicht bekannt. Uber die Bedeutung 
von Untersuchungen iiber den Schwefelumsatz siehe Hammarsten, Lehr- 
buch der physiol. Chemie, 1914, S. 830. 
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dere schwefelhaltige Verbindungen zufiihren und danach unter- 
suchen, ob dadurch eine Retention von Schwefel im Organismus 
entsteht — mit oder ohne entsprechende N-Retention. Ver- 
suche dieser Art haben wir bereits in Angriff genommen. 

Bei den unten zu referierenden Versuchen suchten wir 
um die Bakterienwirksamkeit im Darmkanal hinwegzukommen, 
indem wir alle N&ahrstoffe direkt ins Blut injizierten, entweder 
durch eine Halsvene oder durch die Milzvene. In betreff der 
angewandten Methodik verweisen wir auf die von uns friiher 
in dieser Zeitschrift verdffentlichte Abhandlung.') Die Vorteile 
einer solchen permanent-intravendsen Injektion sind fiir die 
vorliegende Frage sehr bedeutend, indem man sich bei diesem 
Verfahren gegen eine eventuelle Proteinbildung durch Bakterien- 
wirksamkeit im Darmkanal sichert. Selbstverstandlich bietet 
die angewandte Technik nicht wenig Schwierigkeiten dar, und 
namentlich wird die Zeit, die ein Versuch dauern kann, viel 
kiirzer sein als bei einem gewohnlichen Fiitterungsversuch; 
doch gelang es in einem Versuch, die permanent-intraveniése 
Injektion 25 Tage lang durchzufiihren. Die Versuche wurden 
an Ziegenbocken ausgefiihrt; nur in zwei Versuchen wurde ein 
Truthahn angewandt; in diesen Fallen fand die Injektion durch 
eine in eine grobe, oberflichliche Vene des Oberarms einge- 
fiihrte Kaniile statt. Ubrigens hat es sich gezeigt, daB Trut- 
hiihne die permanent-intraveniése Injektion sehr gut vertragen 
und sich tiberhaupt ausgezeichnet zu Versuchen dieser Art eignen. 

In betreff der ausgefiihrten Analysen soll folgendes an- 
gefiihrt werden. Der N-Gehalt der injizierten Fliissigkeit wurde 
nach Kjeldahl bestimmt. Die Zuckermenge des Harns wurde 
teils durch Titrierung nach Bang, teils durch Girung nach 
Wiedmann bestimmt. 

Der N-Gehalt des Harns wurde nach Kjeldahl bestimmt, 
die Harnstoffmenge teils nach der Hypobromitmethode in der 
Weise wie von M. Krogh angegeben, 2) teils nach der Auto- 


klavenmethode.°) 





‘) Diese Zeitschrift, Bd. 88, S. 357 (1913). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 84 (1913). 
8) Skandinav. Archiv f. Physiol., Bd. 25 (1911). 
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Wie aus den Tabellen ersichtlich (siehe z. B. Versuch II, 
Ziegenbock 21, 27.—28./12.), weisen die Zahlen von Harnstoff 
in Prozent von Total-N mitunter Werte von etwas tiber 100 
auf, was bedeuten muf, dafi sich mitunter aufer dem Harn- 
stoff Stoffe im Harn finden miissen, die mit Hypobromit 
reagieren. Wenn es, wie hier, nur von Interesse ist, die un- 
gefiihren Werte des Harnstoffes zu kennen, kann die Methode 
jedoch angewandt werden; sie bietet den grofen Vorteil dar, 
daB sie leicht und schnell ausfiihrbar ist. 

Dafi wir, wie aus unseren Versuchen hervorgehen wird, 
nicht so grofe Mengen Kohlenhydrate benutzt haben wie 
Grafe und seine Mitarbeiter, beruht darauf, daf es kaum 
ohne Vermehrung der injizierten Fliissigkeitsmenge mdglich 
sein wird, bis auf gréfere Mengen von Zucker zu gelangen, 
als bis auf die von uns angewandten. 

In unserer ersten Mitteilung tiber permanent-intravenise 
Injektion erwahnten wir die Schwierigkeiten, die durch Koagu- 
lationen in der zur Injektion benutzten Vene entstehen. Aus 
unseren spéteren Versuchen geht hervor, dafi eine reichliche 
Citratmenge in der Injektionsfliissigkeit in der tiberwiegenden 
Anzahl der Fille imstande ist, diese Unannehmlichkeit zu 
neutralisieren. 

In den unten mitgeteilten Versuchen ist der Stickstoff- 
verlust durch den Darm bei der Stickstoffbilanz nicht mitge- 
rechnet worden. Der Grund dazu ist, dah es verhaltnismibig 
lange dauert, bis der Darm von Futterteilen leer ist. Indessen 
ist der dadurch verursachte Fehler kaum von nennenswerter 
Bedeutung, da der N-Verlust durch den Darm gering und die 
ganze Versuchsperiode hindurch einigermafien derselbe ist. 
Der N-Gehalt der Faeces wurde, als einige Zeit vergangen 
war, tiglich bestimmt. Wir wollen hier nicht alle ausgefiihrten 
Analysen anfiihren, sondern nur einige den einzelnen Versuchs- 
abteilungen entsprechende Durchschnittszahlen angeben. 

In Versuch I (Ziegenbock Nr. 14) war der N-Verlust 
mit dem Kot: 


7.— 8/11. bis 9.—10./11. = 0, 
9.—10./11. >» 14.—15./11. = 0,22 


pro Tag 


ee 
or 
¥ 383 


> > 
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14.—15./11. bis 17.—18./11. = 0,29 g pro Tag 
17.—18./11. » 19.—20./11. = 0,24 >» » » 
19.—20./11. » 24.—25./11. 016 >» » » 

In Versuch II (Ziegenbock Nr. 21) war der Verlust: 
19.—20./12. bis 26.—27./12.=0,27 g und 26.—27./12. bis 30./12. 
=0,29 g pro Tag. SchlieBlich in Versuch III (Ziegenbock 
Nr. 36) betrug der N-Verlust die letzten 5 Tage des Versuches 
durchschnittlich 0,19 g. 


Versuch I (Ziegenbock Nr. 14). 


Der angewandte Bock wog 27,5 kg. Am 30./10. wurde 
eine Kaniile in die linke V. jugularis eingefiihrt. Die ersten 6 
Tage war die Einlaufsfliissigkeit N-frei und bestand aus 275 g 
Glukose, 75 g Na-Acetat, 15 g Na-Citrat, 15 ccm Salzlésung,') 
in gewOhnlichem Wasser gelést, im ganzen 2500 ccm. Vom 
5.—6./11. bis 9.—10./11. enthielt die Fltissigkeit dieselben 
Stoffe +- 21,6 g Harnstoff. Am 11./11. war der Hals des 
Tieres stark Gdematis mit bedeutender Schwellung. Die 
Kaniile wurde entfernt, und eine neue Kaniile in die rechte 
V. jugularis eingefiihrt. Es werden durch die 6dematése Haut 
an der linken Seite des Halses eine Reihe Inzisionen gemacht. 
Vom 9.—10./11. bis 14.—15./11. dieselbe Injektionsfliissigkeit 
wie friiher, aber ohne Harnstoff; vom 14.—15./11. bis 17. bis 
18./11 dieselbe Injektionsfliissigkeit +- 5 g Harnstoff. Vom 
17.—18./11. bis 19.—20./11. dieselbe Injektionsfliissigkeit ohne 
Harnstoff. Vom 19.—20./11. bis zu Ende des Versuches wurde 
folgende Injektionsfliissigkeit eingegeben: 215 g Zucker, 75 g 
Acetat, 15 g Citrat, 15 Salzlésung + trypsin-erepsinverdautes 
Kalbfleisch (mit einem Gehalt von c. 12°/o peptitgebundenen 
N) -+ Wasser bis 2500 cem. Am 24,/11., 25 Tage nach An- 
fang des Versuches, wird die Injektion unterbrochen und die 
Kaniile entfernt. Das Tier fing erst einen Tag nach Aufhéren 
des Versuches zu fressen an. Die Kérpertemperatur war bereits 
am 26./11. normal (38,2°). 





') Die Lésung enthielt: 60 g NaCl, 20 g KCl, 10 g CaCl,, 5 g MgCl, 
-+- 6H,0, Wasser bis 500 ccm. 
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Tabelle I. 


Ziegenbock Nr. 14. — Zufuhr von Harnstoff. 
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a Menge | Din. Glukose Stickstoff Harn- 

der inji- _aus-] | ausge- | stoff-N 

Datum peratar * sora rese | Ein- ge- Ein- |. chieden| Bilanz in Jo 
des oie” in gabe|schie- gabe im Harn wom 

Tieres Jin Liter | Literjin g| in g } in g | in g in g |Gesamt-N 
3),—31 /10./38,8—38,19 215 | 132/235! 49] 0 | 719 +719) 91 
31.— 1/11./38,5—38,19 233 |0,86/260/ 42] 0 | 5,70 +5701 of 
L— 2. [38,5—38,34 230 |1,93]255, 18 | 0 | 498 +498] 94 
2— 3. |391—38,9 2,15 |2,72/240) 20 | 0 | 5,03 +503] 95 
3— 4 |39,1-88,24 220 |208]250) 14] 0 | 464 + 4,64) 109? 
(— 5. 1394-3894 230 1255/2955! 6 | 0 | 4,70 + 4,74 88 
5.— 6,/11.'39,3—38,89 240 | 2,43]260! 7 19,05! 11,06 +201] 99 
6.— 7.  |39,3—38,6 2,23 |2,02]250) 8 18,90) 12,27 + 337] 100 
7-8, |395—39,64 230 226}255| 6 198s! 1250 +36) 97 
s— 9. |406—40.35 225 227]255| 9 |905| 1184 +2,791 98 
9,—10,/11.|40,1—40,34 2,30 |2,31]255| 23 | 0 | 7.37 +7,37] 94 
0.11. |39,9—89,7° 2,30 1,80]255, 18 | 0 | 387 +387 81 
11-12. |39,2—38,8% 2,30 |2,82]}255) 39 | 0 | 4,38 |+ 4,38 82 
12.13. /39,3—39,1 2,28 |2,19/255) 8 | 0 | 4,03 + 4,03) 79 
13.14. |39,4-39,1° 230 |1,85]255! 9 | 0 | 3,74 23,741 79 
14.—15,/11.|39,6—39,1°] 2,30 | 2,09]255| 10 2,09 546 | 3,37] 101 
15.—16. |40,2—39,6% 228 |204]255! 10 2,12; 5,90 |+ 3,78] 102 
16.—17. |40,1—40,0 235 | 213/255) 14 ]2,11) 5,80 |+ 3,69) 100 
17.-18,/11.|40,7—40,1°| 2,30 2,48 255| 21] 0 | 417 + 4,17] 83 
18-19. |40.6—40,3> 2,28 |1,83]255| 20] 0 | 3,70 ++ 3,70) 90 
19.—20,/11.41,6—41,3 2,28 215/255) 8 8,92 | 614 |-+2,78] 76 
0.21. |41,6—41,0 2,30 |2,24]255| 9 |883) 7,84 +099] 76 
21.22. [40,5—41,39 2,25 | 2,92]255) 14 18,48! 8,00 +048] 78 
22-93. |441,6—41,4°| 2.28 |1,80]255| 9 1885) 818 +067 77 
2324, |41,8—41,29 2.20 |1,86]250! 292 1836) 7,85 +051) 81 





Betrachtet man die Zahlen 





naher, wird man sehen, dab 


die injizierte Glukose tiberaus gut verwertet worden ist, an 
einzelnen Tagen (4.—5./11. und 7.—8./11.) wurden sogar von 
255 g injiziertem Zucker nur 6 g mit dem Harn ausgeschieden. 
3 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 


XCII. 
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Die ersten 6 Tage, wo die Injektionsfliissigkeit N-frei ist, 
nimmt die N-Ausscheidung von Tag zu Tag ab, um an den 
beiden letzten Tagen ca. 4,7 g zu betragen. Am ersten Tag 
mit Injektion von Harnstoff ist die N-Bilanz ~ 2,01, steigt 
danach aber und ist am dritten Tage — 3,62. Von einem N- 
Gleichgewicht ist keine Rede. Die durchschnittliche, tigliche 
N-Bilanz ist an den 4 Harnstofftagen = 2,95 g, also bedeutend 
geringer als in der Vorperiode. Indessen zeigt der erste Tag 
nach Aufhoren der Harnstoffinjektion einen sehr bedeutenden 
N-Verlust, und wird dieser Tag mit zur Harnstoffperiode ge- 
rechnet, so ist der durchschnittliche N-Verlust (vom 5.—6./11. 
bis 9.—10./11., also 5 Tage) =3,83. Vergleicht man diese 
Zahl mit den Zahlen der N-Bilanz der Nachperiode, wird man 
sehen, daf sie nicht recht viel voneinander abweichen. Wenn 
dazu noch kommt, dafi die Ausscheidung des retinierten Harn- 
stoffes sicherlich am ersten Tag nach Aufhéren der Harn- 
stoffinjektion nicht vollstandig ist, muf man zu der Schluf- 
folgerung berechtigt sein, dafi der Harnstoff nicht imstande 
war, besparend auf den N-Umsatz zu wirken. 

Betrachten wir die Zahlen der Periode (14.—15./11. bis 
17.—18./11.), wo die injizierte Harnstoffmenge bedeutend ge- 
ringer war als wihrend der ersten Harnstoffperiode, so finden 
wir auch, weder bei dem Vergleich mit der Vorperiode noch 
bei dem Vergleich mit der Nachperiode, eine Andeutung einer 
N-sparenden Wirkung des Harnstoffes. 

Die letzten 5 Tage des Versuches wurde zur Injektions- 
fliissigkeit so viel trypsin-erepsinverdautes Kalbfleisch gesetzt, 
dafi der Stickstoffgehalt ungefahr dem N-Gehalt der ersten 
Harnstoffperiode entspricht. Das Resultat ist hier sehr deutlich : 
es tritt eine positive N-Bilanz mit sogar sehr reichlicher 


N-Ablagerung ein. 


Versuch II (Ziegenbock Nr. 21). 


Gewicht des Tieres = 20 kg. Den ersten Versuchstag 
verbrachte das Tier bei Inanition, am zweiten Tage wurde 
eine Kaniile in die linke V. jugularis eingefiihrt. Die In- 
jektionsfliissigkeit bestand aus: 275 g Glukose, 75 g Na-Acetat, 
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15 g Na-Citrat, 15 ccm Salzen, Wasser bis 2500 ccm. Etwas 
vom Harn dieses Tages ging verloren; im ganzen wurden 
820 cem aufgesammelt, und der daraus berechnete N-Verlust 
betrug 5,45 g, tatsachlich also etwas mehr. Dieser hohe Wert 
der N-Ausscheidung im Vergleich mit der N-Ausscheidung 
wihrend der Inanition findet sich in so gut wie allen Ver- 
suchen, wo der Injektion in die Vene ein Inanitionstag voraus- 
geht. Der hohe Wert beruht ohne Zweifel darauf, daB eine 
Menge N-haltiger Stoffe durch die Injektion aus dem Orga- 
nismus hinausgewaschen werden. Der grofe N-Verlust tritt 
nur am ersten Injektionstag, nicht an den folgenden auf. Nach 
einer N-freien Vorperiode wird 9 Tage hindurch dieselbe In- 
jektionsfliissigkeit +- 15 g Harnstoff gegeben. Berechnet man 
den durchschnittlichen N-Verlust dieser 9 Tage, erhilt man 
2,63 g; zieht man noch den ersten Tag der Nachperiode heran, 
erhalt man 2,76 g, welche Zahl sehr gut mit dem N-Verlust 
am zweiten und dritten Tag der Nachperiode iibereinstimmt. 
Der letzte Versuchstag weist einen etwas hdheren N-Verlust 
auf, aber die Temperatur des Tieres stieg hier bedeutend, 
und der Tod trat am 1./12. ein. Die Sektion ergab 6dematése 
Schwellung an der linken Halsseite, weich geschwollene Milz, 
stark rote Nieren; der Tod beruhte ohne Zweifel auf Infektion. 

Auch dieser Versuch wies keine Andeutung einer N-be- 
sparenden Wirkung der Harnstoffinjektion auf, obgleich die 
injizierte Menge Harnstoff sehr bedeutend war (siehe um- 
stehende Tabelle). 


Versuch III (Ziegenbock Nr. 36). 


Gewicht des Tieres = 21,9 kg. Nach eintigiger Inanition 
(ohne Aufsammlung von Harn) wurde am 6./3. in die linke V. 
jugularis eine Kaniile eingefiihrt. Die ersten 4 Tage (6.—7./3. 
bis 10.—11./3.) bestand die Injektionsfliissigkeit aus 275 g Glu- 
kose, 75 g Acetat, 15 g Na-Citrat, 15 ccm Salzlosung +- Wasser 
bis 2500 cem. Auch hier ist die N-Ausscheidung am ersten 
Tage viel héher als an den folgenden Tagen (Ausspiilung der 
Gewebe!). Vom 10./11. 3. bis 15./16. 3. werden zu obenge- 


nannter Injektionsfliissigkeit 21 g Harnstoff gesetzt. In dieser 
3* 
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Tabelle II. 
Ziegenbock Nr. 21. — Zufuhr von Harnstoff. 
































— Menge | pjy-| “lukose Stickstoff Harn- | Zufuhy 
| der inji-| _ | aus-| | ausge- stoff-N | yon 
| peratur | zierten | rese|Ein-| ge- |Ein- 1: aon/Bilanz| in °%o Wase 

Datum | Fliissig-| ; ischie- b t vom asser 

me keit in jeabe den [*°°|im Harn) Gesamt-| Per 0s 

Tieres fin Liter Liter]in g| in g Jin g | in g | in g N vin Liter 
12.—13,/12./38,4—37,5 0 (0,16, 0) —]|0 | 409 |+409) — | 0 
13.14.  /(38,3—37,8°] 2,28 0,762 2551 — | 0 | 5,45? |+ 5,45) — | 0 
14.—15. '38,6—38,4° 2,30 (1,13 255. 42210 | 324 13244 90 | 0 
15.—16. |384—-382% 2,33 |2,09 256 | 63 | 0 | 3,48 |= 3,48] 85 | 0 
16—17. |38,6—38,4% 2.25 |2,70]250' 53] 0 | 3,26 |\+3,26, 89 | 0 





17.—18./12.'38,5—38,2 2,30 [2,74 |255| 64 [6,35 885 + 2,50 98 0 
18.—19. 39,1—38,5" 2,10 2,80 230 63 |5,63, 9,21 + 3,58 99 0 
19.—20, 39,0—38,7 2,30 2,28 ]255) 62 16,39 9.71 |+ 3,32, 101 0,09 
20.—21. |38,2—38,4°] 2,28 |2,97 ]255) 43 6,28) 8,39 + el 97 0,04 
21.—22. |39,1—38,79 2,30 255| 49 1642 9,08 |+2,66 100 0,10 


| wi 2 | 
22.23. |389—38,6° 2,30 6,74, 8,76 |-+ 2,02) 103 0,05 
23.—24.  |39,0—38,79 2,40 


| 56 16,77; 8,90 |= 2,13 99 0,08 
24.—25.  |39,1—88,79 2,10 71 15,71) 8,52 |+2,81) 98 (),20 


46 |630| 8,87 |+ 257) 96 | 0.5 
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25,26. |39,1-38,8° 2,33 |2,30 | 255 

] | 
26.—27,/12,38,9—39,1°| 2,80 2,20 255| 43 | 0 | 387 |~3e7] 91 | 020 
27.28. |39,3—-39,6 2,28 |2,19]250| 2110 | 266 |+266 1166 | 0.05 











34 | 0 | 2,94 |+ 2,94 89 0,08 
30 | 0 | 3,20 +320) 85 0,30 





28.—29. |40,3—40,2% 230 2,61 |25 
29.—30. |41,4—41,39 2,15 |1,94 | 24 


Periode ist der durchschnittliche, tagliche N-Verlust = 3,43 g; 
wird der erste Tag der Nachperiode mitherangezogen, erhilt 
man 3,81 g. Vergleicht man diese Gréfe mit dem N-Verlust 
der Nachperiode, in welcher die Injektionsfliissigkeit in der- 
selben Weise zusammengesetzt war wie die vier ersten Tage 
des Versuches, wird man sehen, daf die vier letzten Versuchs- 
tage durchschnittlich einen taglichen N-Verlust von 4,04 g auf- 
weisen, also einen etwas gréferen N-Verlust als die Harnstoff- 
periode. Anderseits wird man finden, daf der N-Verlust in 
der Harnstoffperiode hodher ist als in der Vorperiode. Wir 
sehen also, daB der N-Verlust in der Vorperiode am niedrigsten, 
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in der Harnstoffperiode etwas hodher und in der Nachperiode 
wiederum ein wenig hoher ist. Auch dieser Versuch weist keine 
Andeutung einer N-Besparung bei Zufuhr von Harnstoff auf. 


Tabelle III. 
Ziegenbock Nr. 36. — Zufuhr von Harnstoff. 




















nn —_ conenaneeieemsniemeimemencatenateedemasaaniaiaanee 
Menge | ,. Glukose Stickstoff . 
| Tem- "ee | Diu- | Harn 
| der inji- _ | aus-] | Ausge- | stoff-N 
peratur | zierten| rese]Ein-| ge- | Ein-|_). Lies , 
| ischieden Bilanz} jn / 


Datum | Fliissig-| schie- 
| des keit | in |gabe fies gabe jim Harn) vom 


| ° | - ° e . * 
| Tieres in Liter Liter ing| in g in g | ing | in g |Gesamt-N 





6.— 7./3.38,9—38,59% 233 (119/255) — 0 
7— 8 (38,5—38,4% 2,35 |1,63]/260; 42] 0 


9—10. (39,3—39,4'| 2,30 |1,73]255) 50 0 


6,33 [+ 6,33, 86 
2.77 +-2,77| 81 








3,10 -+ 3,10) — 





| 
| 
8— 9. 39,2—38,7°} 2,30 (166/255; 62] 0 | 292 + 292] 82 
| | 
| 
| 
| 
| 


(0.11.3. 39,789,542 
11-12, 39,839,644 238 257/260 79| 929! 12.78 +349) — 
12-13, (39,2—-39,5> 2 55 | 
13—14. |89,7—39,8'| 2,33 2,35]/255) 53] 9,16 | 1340 +4244 — 
14.15. 39,8—39,79 230 | 2.45] 25 


243 269/265! 5519.34! 11,03 +169) — 


30 2,20]255| 81/897! 1261 +3644 — 


| 
118 8,97 | 13.05 |-+ 4,08) — 





15,—16,/3. '39,9—39,9° 230 210] 2: 


5/121] 0 | 5,70 +5,70) — 




















9) 
16.17. |40,7—40,1 2.25 216/250! so] o | 417 |+ 417) — 
1718. 40,6—40,2 2,30 215/255; 110] 0 | 398 |+ 3,98) — 
18.19. 40,2—40,39 2,30 245/255] 108] 0 | 407 +407) — 
19.20, 40,8—40,4° 230 224]255) 92] 0 | 393 +393) — 


Versuch IV. 


Dieser Versuch wurde mit einem 5 kg wiegenden Trut- 
hahn ausgefiihrt. Das Verfahren bei diesem Versuch ist etwas 
verschieden von dem der drei vorhergehenden Versuche mit 


Ziegenbécken; dies beruht darauf, daB es — ohne Anlage 
eines Anus praeternaturalis — nicht mdglich ist, Harn und 


Exkremente je fiir sich aufzusammeln. Indessen wird sich bei 
intravendser Injektion am Truthahn der Darm schnell entleeren, 
soda man nach 2 Tagen den Darm als frei von Futterresten 
betrachten kann. Wir haben daher Harn -+- Exkremente zu- 
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sammen aufgesammelt, indem wir das Tier in einem Kaifig 
anbrachten, der hinten mit einem Zinktrichter zur Einsammlung 
von Harn-+-Darmsekret versehen war. Die derart eingesammelte 
Mischung bestand aus einer reichlichen Menge Fliissigkeit samt 
einem Bodensatz von Schleim + Uraten. Der Bodensatz wurde 
abgeseiht und auf dem Wasserbad nach Zusatz von Oxalsaure 
getrocknet, um Ammoniakverlust zu vermeiden; der N-Gehalt 
des getrockneten Restes wurde dann bestimmt. Der N-Gehalt 
des Harns selbst wurde in gewohnlicher Weise bestimmt. 
Nebenstehende Tabelle enthalt eine Zahl fiir N im Harn und 
eine Zahl fiir N in «Faeces -++ Uraten>. 

Die Injektion fand, wie oben erwahnt, statt in eine ober- 
flichliche, groBe Vene des Oberarms; das Tier vertrug trotz 
der grofen Fliissigkeitsmengen die Injektion tiberraschend gut, 
aber nach 15tigiger Injektion trat wegen des Bakterienwachs- 
tums in der Injektionsfliissigkeit der Tod ein. Eine Andeutung 
einer Koagulation in der Vene haben wir nicht beobachtet, 
weder bei diesem Tiere noch bei den (im ganzen 4) Truthahnen, 
die wir zu unseren Versuchen mit permanent-intravenoser In- 
jektion benutzten (siehe nebenstehende Tabelle). 

Die Injektionsfliissigkeit bestand die 3 ersten Tage der 
Vorperiode aus: 60 g Glukose, 10 g Na-Citrat, 5 cem Salz- 
lésung +- Wasser bis 2000 ccm. Die 2 ersten Tage war die aus- 
geschiedene N-Menge wegen der reichlichen Exkrementmenge 
sehr bedeutend, bezw. 2,01 und 1,14 g; aber schon am dritten 
Tag war der Darm leer und der gesamte N-Verlust auf 0,7 g 
gesunken. Die 5 folgenden Tage (27.—28./2. bis 4.—5./3.) ent- 
hielt die Injektionsfliissigkeit auBer den genannten Stoffen noch 
10 g Harnstoff. Die Wirkung davon war, daf am ersten Tage 
eine positive Bilanz vorlag, wonach der N-Verlust fortwahrend 
stieg, um zuletzt, am letzten Tag der Periode, 0,71 g zu er- 
reichen, dieselbe GréBe, die der Verlust am letzten Tag der 
Vorperiode hatte. Vom 4.—5./3. bis zu Ende des Versuches 
wurde die urspriingliche Injektionsfliissigkeit ohne Harnstoff 
gegeben. Am ersten Tag dieser Nachperiode war der N-Verlust 
sehr gro, 2,05 g, und danach sank er bis um 0,8 g. Doch 
war der N-Verlust am letzten Versuchstag wieder hoch: 1,14 g. 








Stickstoffretentionen bei Zufuhr von Ammoniaksalzen oder Harnstoff. 


Tabelle IV. 
Truthahn Nr. 3. — Zufuhr von Harnstoff. 
ee a. 
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Menge _ Diu- Glukose Stickstoff Harnstoff- 

der inji- | el Ein- — d _ gelést Faeces N | 

Datum | iaesig: on #0 sche], | #™ | -b |Bilanz| + NHN 
keit in [842€) den gabe Harn | Urate | yg 

in Liter Liter}in g in g]}in g in g/ingN! in g |Gesamt-N 
2425/2) 1,55 |0,94]47/ 1 | 0 | 0,69 | 132-201) — 
25.—26. 1,80 1,62] 54) 2 | 0 084) 03 +114 — 
26,.—27. 1,71 |1,62] 51) 5 | 0 | 062! 008 +070) — 
7.--28,/2.] 1,75 1,68] 53) 1 [4,34 2,91) 0,13 + 1,30] — 80 
28.—1./3 1,81 1,70) 54) 3 1438 457, 016 +035] 82 
+ al 1.73 157/52) 4 [424 418 028 = G22) 81 
2.—3. 180 1,68] 54 2 |4,28 4,59 0,27 + 0,58} 82 
3.—4, 166 1,53] 50 2 43,91 410 052 +671] 78 
£—5/3.| 1,75 (158153) 0 | 0 | 1,91} 014 + 2,05] 65 
5.—6. 1,73 1,58] 52) 5 | 0 |0,77| 0,15 + 692] 25 
oo] 1,83 1,77] 55) 3 | 0 | 061) 0,09 + 0,70] 28 
7.—8. 1,83 1,621.55} 5 | 0 | 0,73) 0,09 + 0,82) 30 
8.—9. 1,80 166/54) 4 | 0 0,70) 0,12 + 0,82] 18 
9.—10. 1,75 |142/53| 4 | 0 0,72 | 010 +082 — 
10.—11 1,80 [1,61] 54; 2 | 0 | 1,08; 006 +1144 — 














Die 5 Tage der Harnstoffperiode betrigt der N-Verlust 
durchsechnittlich per Tag nur 0,11 g. Werden die 2 ersten 
. Tage der Nachperiode mitherangezogen, steigt der Verlust auf 
0,5 g. Vergleicht man diese Zahl mit dem N-Verlust am letzten 
Tage der Vorperiode (0,7) und mit dem N-Verlust der letzten 
Tage der Nachperiode (um 0,8), so muf man zugeben, dab 
hier bei Injektion von Harnstoff eine «Stickstoffersparung>» statt- 
gefunden hat. Indessen ist diese «Ersparung» kaum reell, viel 
wahrscheinlicher scheint es uns, den niedrigen N-Verlust der 
Harnstoffperiode als einen Ausdruck einer Ablagerung an ver- 
schiedenen Stellen der Gewebe zu erkliaren. 

Wie bekannt, enthélt der Harn der Voégel nur geringe 
Mengen von Harnstoff. Die Hauptmasse des ausgeschiedenen 
Stickstoffes liegt als Harnséure vor. Die Bedeutung des Harn- 
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stoffes fiir den Organismus der Voégel muBf also einer ganz 
anderen Art sein als dessen Bedeutung fiir den Organismus 
der Séiugetiere. Betrachten wir die Zahlen der N-Bilanz in der 
Harnstoffperiode, so offenbart sich uns das eigentiimliche Ver- 
hiltnis, daB die Bilanz am ersten Tage positiv ist; danach hat 
man einen fortwahrend steigenden N-Verlust, sodaB wir am 
letzten Tage der Periode denselben N-Verlust vorfinden wie am 
letzten Tage der Vorperiode. Dies spricht in hohem Grade 
dafiir, daB wir hier mit einer einfachen Ablagerung von Harn- 
stoff zu tun haben; und daf dieser in der Nachperiode langsam 
ausgeschieden wird, dafiir sprechen die verhiiltnismabig hohen 
Zahlen des N-Verlustes in dieser Periode. 

Betrachtet man die Zahlen des Harnstoff-N in °/o vom 
Gesamt-N, wird man sehen, daf in der Harnstoffperiode grofe 
Mengen von Harnstoff mit dem Harn ausgeschieden werden. 
Dies ist an und fiir sich sonderbar, da man zu erwarten hiite, 
dafi der injizierte Harnstoff vor der Ausscheidung in Harnséure 
umgewandelt wiirde. Nach Meyer und Jaffe) wird Fiitte- 
rung mit Harnstoff bei Hiihnern eine sehr bedeutende Steigerung 
der Harnsaéureausscheidung bewirken, und wenn dies bei direkter 
Injektion von Harnstoff ins Blut nur in geringem MaBe statt- 
findet, so muf es aller Wahrscheinlichkeit nach daran liegen, 
dafi der Harnstoff im Darmkanal in Ammoniak gespalten wird, 
worauf dieses resorbiert und durch eine Synthese in Harnséure 
umgewandelt wird. Kommt dagegen der Harnstoff ins Blut, so 
wird eine Umwandlung in Harnsiure nicht stattfinden. 

Fiir diese Auffassung redet ferner ein mit einem Trut- 
hahn (Nr. 4) angestellter Versuch V. Es wurde erst eine aus 
60 g Zucker, 10 g Na-Citrat, 5 cem Salz +- Wasser bis 2000 ccm 
bestehende Lésung injiziert. Nachdem diese Fliissigkeit vier 
Tage injiziert worden war, wurden zur Injektionsfliissigkeit noch 
4 gN entsprechendes Ammoniumacetat gesetzt. Das Tier ver- 
trug den ersten Tag die Injektion gut, aber drei Stunden nach 
Anfang des zweiten Tages traten plotzlich Krimpfe ein, und 
das Tier starb kurz darnach. Im Laufe der drei Stunden wurden 


') Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 10, S. 1930 (1877). 
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190 cem Harn ausgeschieden, die wie der Harn der vorher- 
gehenden Tage analysiert wurden. 


Tabelle V. 











Truthahn Nr. 4. — Zufuhr von Ammoniumacetat. 
Menge | Diu- Glukose | Stickstoff ae iiiin NH,- 
der inji- . _ | aus-f ge- ——— stoff-N } N 
zierten /rese|Ein- ge- | Kin-) lost| ; in %/o | in %/o 
Datum {Fliissig- -_s schie- site! im | + | Bilanz vom aa 
keit | in [5@P© den [®*?° Harn! Urate | Gies:. (ins 


in Liter Liter} in g| in g Jin g) in ging Nin g jsamt-N) N 





0 (080! 052 +1321 82 | 164 

















20.—21,/3.| 1,65 [1,31] 50) 0 | 

21.22, | 140 1,13]56) 2 | 0 (0,89) 085 (=1,74] 28 | 11,3 
v2.23, | 125 1,11] 50) 3 | 0 [0,79| 049 + 1,28] 59 | 85 
23,—24. 1,35 |1,22]54| 4 | O |1,02| 030 |+1,32] 7,8 | 64 
24.25.31 1,30 | 1,08] 52| 3 13,46/2,14) 1,23 +009] 23 | 9,5 
25.--26. | 0,30 |0,19] 12} — ]0,80/0,10! 0,45 (40,25) 33 | 33 


Aus den Zahlen sieht man erstens, dal} ein sehr bedeu- 
tender Teil des injizierten Ammoniumacetates in irgend einer 
Form im Organismus zuriickgehalten worden ist, indem die 
Bilanz am 24,—25./3. positiv ist: -+- 0,09. Zweitens zeigt es 
sich, daB die Menge von Ammoniak-N und Harnstoff-N, in °/o vom 
Gesamt-N ausgedriickt, sich bei der Injektion von Ammonium- 
acetat nicht veriindert; jedenfalls findet keine Steigerung der 
Harnstoffmenge statt. 

Es zeigt sich also, daf Harnstoff, an Truthaihnen ins Blut 
injiziert, eine sehr starke Ausscheidung von Harnstoff bewirkt, 
wahrend die Injektion von Ammoniumacetat keine solche Stei- 
gerung bewirkt. Ammoniaksalze im Blut werden leicht in Harn- 
siure umgewandelt, Harnstoff dagegen nicht. 

AuBer den oben beschriebenen Versuchen mit Harnstoff- 
injektion haben wir auch Versuche mit Injektion von Ammonium- 
acetat ausgefiihrt. Bei diesen Injektionen zeigte es sich, dab 
die Einfiihrung von Ammonsalzen in eine periphere Vene wie 
die V. jugularis sehr leicht Vergiftungen ergab, welche schnell 
den Tod bewirkten. Als Beispiel eines solchen Versuches mag 


dienen: 
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Versuch VI (Ziegenbock Nr. 15). 


Gewicht des Tieres = 29,7 kg. Die ersten 4 Tage trank 
das Tier bei Inanition ca. 300 ccm Wasser tiiglich. 14.—15./11. 
wurde in die linke V. jugularis eine Kaniile eingefiihrt und 3 
Tage hindurch 0,9 °/oige NaCl-Lésung injiziert. Vom 17.—18./11. 
bis 20.—21.'11. (38 Tage) wurde eine 275 g Glukose, 75 g 
Na-Acetat, 15 Na-Citrat, 15 cem Salzlésung -+- Wasser bis 
2500 cem enthaltende Loésung injiziert. Am zweitletzten Ver- 
suchstag, 20.—21./11., wurde die Zusammensetzung der In- 
jektionsfliissigkeit in 275 g Zucker, 15 g Citrat, 60 g Ammonium- 
acetat, 15 cem Salz -++ Wasser bis 2500 ccm _ verindert. 
Schon 4 Stunden nach Anfang der Injektion trat ein Anfall 
von Atemnot ein, und das Tier konnte sich nur schwerlich 
erheben. Die Injektionsgeschwindigkeit wurde etwas _ ver- 
mindert, nach einigen Stunden aber wieder erhdht, ohne dah 
ein neuer Anfall eintrat. 

Am letzten Versuchstag war die Injektionsfliissigkeit der- 
art veriindert, daB statt 60 g Ammonacetat 45 g dieses Salzes 
zugesetzt waren. Abends am 21. wurde das Tier unruhig 
und stieS unablablich den Kopf gegen die Winde der Kiste. 
Es trat reichliche Salivation ein; das Tier starb am 22./11. 
8 Uhr morgens. 

Es zeigte sich also, daf sogar kleine Mengen von 
Ammoniumacetat, direkt ins Blut injiziert, ohne erst durch die 
Leber zu passieren, eine starke, schnell den Tod hervorrufende 
Vergiftung bewirken (siehe nebenstehende Tabelle). 

Aus dem Versuch geht folgendes hervor: Die 4 Inani- 
tionstage war die durchschnittliche N-Ausscheidung pro Tag 
= 4,26 g; bei Injektion von 0,9 °/ciger NaCl-Lésung steigt die N- 
Ausscheidung auf 5,88 g pro Tag. Die nachfolgende Zucker- 
injektion bringt die N-Ausscheidung wieder auf 4,75 g herab. 
Nach der Ammonacetatinjektion stieg die N-Ausscheidung, 
jedoch nicht besonders viel, sodaB die N-Bilanz ~ 1,08 wurde. 
DaB diese giinstigere Bilanz bei Injektion von Ammonium- 
acetat nicht als Ausdruck einer Synthese aufgefaht werden 
darf, sondern als eine einfache Retention zu erklaren ist, 
geht deutlich aus folgendem Versuche hervor: 
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Tabelle VI. 


























Ziegenbock Nr. 15. — Zufuhr von Ammoniumacetat durch die Vena jugularis. 
nian Glukose Stickstoff Verteilung |, 
Tem- ee | | aus- des Harn- |Zufubr 
der inji- | aus-| | ge- stickstoffs | yon 
peratur | zierten |; Ein-| ge- | Ein- 3); in °%/o 
Datum ee ee S¢Me-| Bilanzldes Gesamt-{Wasser 
des Fliissig- . schie-], spe den ‘Jdes Gesamt-j" “> 
' keit in |®*?©) den |? mM Seen per os 
Tieres Harn stoff- |moniak- 
in Liter Liter}in g; in gJing,; ing) ing | N N fin Liter 
1, —11./11.]38, 88-3849 O |0191 0 | — | 0 | 428 | +428) —| — | 065 
{1.—12. [385-3797 0 (03440 > — |] 0 (364 +364 — | — 0 
12.—13. 38,5—37,9°% 0 0,15] O | — | O | 4,10 =— 4,10) — — 0.35 
13.—14. ? —37,6°% 0 041], 0 | — | O | 4,92 + 4,927 — | — 0,30 
14.—15./11./88,5—-37,6% 220 1156 0} — | 0 |527/+5277 —| — 0 
15.—16. |38,7—37,99% 2,28 |223] 0 .— | O | 5,77 + 5,77, —| — () 
16.17. |38,7—38,4°9 230 2,06] 0 — | O | 661 + 6,61] — a 0 
17.—18./11./39,6—38,89 230  — }255;| — > oO). — oo 83 | 0) 
18.—19.  [39,3—40,0°] 2,30 |1,81]255) 9 | O 454 + 4,54] 82 |So99 7 O 
193—20. |41,2—40,64% 2.30 |1,94]255 19 | 0 496 + 4,96] 80 0 
2),—21./11.]39,2—37,8° 1,35 |1,88]150) 67 5,55) 6,63 —- 1,08} 82 | 7,31 0 
21.—22.') [38,5— 1,05 |0,77[115) — [432 559 + 1,27] 90) 4,19 0. 























Versuch VII. 


Gewicht des Tieres = 27 kg. Am 1./12. 1913 wurde eine 
Kaniile in die Milzvene eingefiihrt, worauf die Milz entfernt 
wurde. Vom 1./12. bis 5./12. wurde das Tier zu Respirations- 
versuchen benutzt, gleichzeitig mit permanenter Injektion von 
0,9°/oiger NaCl-Lésung. Vom 5.—6./12. bis 8.—9./12. bestand 
die Injektionsfliissigkeit aus 275 g Zucker, 75 g Na-Acetat, 
15 g Na-Citrat, 15 ccm Salz + Wasser bis 2500 ccm. Vom 
8.—9./12. bis 13.—14./12. wurde zur _ Injektionsfliissigkeit 
7,9 g N entsprechendes Ammoniumacetat gesetzt. Vom 13.— 
14.!12. bis zu Ende des Versuches war die Injektionsfliissig- 
keit wie in der Vorperiode zusammengesetzt. 





') Der Bock starb um 8 Uhr morgens. 











V. Henriques und A. C. Andersen, 
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Das Tier bot wahrend der Ammonacetatperiode nichts 
besonderes Abnormes dar. Auch am ersten Tag der Nach- 
periode befand der Bock sich anscheinend wohl. Am zweiten 
Tage trat etwas Salivation ein. Das Tier urinierte liegend und 
konnte sich nur schwerlich erheben. Auch ist die Diurese 
dieses Tages auffallend niedrig. Starb am 15./12. 3 Uhr p. m. 
Die Sektion ergab, dafB die Milzvene dicht bei der Kaniile 
perforiert war. Betrachten wir die Zahlen der N-Ausscheidung, 
so sehen wir, dafB der N-Verlust der Vorperiode von 5,37 am 
ersten Tag bis auf 4,26 am dritten Tag herabgeht. Die 5 Tage 
der Ammonacetatperiode ist der N-Verlust durchschnittlich 
per Tag = 3,67 g. Wird der erste Tag der Nachperiode mit- 
herangezogen, wo der N-Verlust sehr bedeutend ist, erhilt 
man fiir die 6 Tage durchschnittlich einen Verlust von 4,38 g, 
der sehr nahe dem Verlust des letzten Tages der Vorperiode 


entspricht. 


Tabelle VII. 























Ziegenbock Nr. 19. — Zufuhr von Ammoniumacetat durch die Vena lienalis, 
~— Glukose Stickstoff Verteilung 
Tem- nse | Din. | Laie | des Harnstick- 
der inji- ” | aus-] ge- stoffs in %Jo 
—— peratur | zierten | pese |£IM-) ge- [EIN chic Bilanz des Gesamt- 
des Fliissig- ii schie- _s den | stickstoffs 
kei _ 48 id B im Harn-) Am- 
1, eit in en Bn: 
Tieres Harn stoff- moniak- 
in Liter Liter}in g| in g]ing| in g| ing] N N 
| | l 
».—6./12. 39,3—38,5° 2,25 |1,53)250) 7 7 O | 5,37 | 5,37] 87 | 
6.—7 39,6—38,99 2,30 | 2,74]/255) 16 | 0 | 4,84 a 4,84] 83 | 2.6 
7-8  39.8—39.6 228 |22212955) 34 | 0 | 4.26 /+ 4.261 80 | 
| | | 
K.—9)12, 38,8—38,44 2.33 2.98]/260 63 17,14 9,52 = 2,38] 93 | 441 
910.  39,4—39,19 2,25 2,38]255 40 | 6,95 10,37 |+ 3,42! 94 | 13 
| | } 
10.—11. 39,2—38,7°} 2,33 | 2,14]255 44 |6,9310,89 + 3,96] 97 | 1,4 
| | | | 
11.—12. 39,2—39,1° 2,30 2,60]255, 60 16,90 11,31 + 4,41] 97 | 1,9 
12—13. 39,739.29 235 |2.37]260) 35 |7,07/11,25 + 4,18] 96 | 45 
13.—14./12.\40,5—40,7°% 2,28 | 1,84]255) 23 | O | 7,90 + 7,90] 94 | 1,6 
l4.—15.  39,7—39.29 230 |0,83]255) 6 | O | 350+ 3,50] 77 | 1,4 
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Also auch dieser Versuch enthalt nichts auf eine fort- 
dauernde Retention von Stickstoff im Organismus Deutendes. 
Samtlicher als Ammonacetat injizierter Stickstoff wird mit 
dem Harn wieder ausgeschieden. Aus den beiden letzten Ko- 
lumnen von Tabelle VII geht hervor, daf die Ausscheidung 
in Form von Harnstoff und nicht in Form von Ammoniak von 


statten geht. 


Zusammenfassung. 


Es ist nicht gelungen, bei permanent-intravendser In- 
jektion von Zucker, Na-Acetat, Na-Citrat, Salzen und einfach 
konstituierten, stickstoffhaltigen Stoffen, wie Harnstoff oder 
Ammoniumacetat, eine dauernde Stickstoffablagerung im Or- 
ganismus nachzuweisen. 

Die Stickstoffablagerung, welche Grafe u. a. bei Fiitte- 
rung mit den erwdhnten stickstoffhaltigen Stoffen oder bei 
Fiitterung mit Nitraten nachweisen zu kénnen glauben, beruht 
daher aller Wahrscheinlichkeit nach entweder auf einer bakte- 
riellen Wirksamkeit im Darmkanal oder auf einer einfachen 
Retention der genannten Stoffe in unverinderter Form oder 
auf beidem im Verein. 

Bei permanent-intravendser Injektion von Harnstoff an 
Vogel (Truthahn) wird der Harnstoff nicht, wie man nach 
Meyer und Jaffés Untersuchungen erwarten sollte, in Harn- 
sdiure umgewandelt, wogegen der Harnstoff unverdndert durch 
die Nieren ausgeschieden wird. Wird aber Ammoniumacetat 
an Vogel injiziert, so wird dasselbe weder als Ammoniak 
noch als Harnstoff, sondern aller Wahrscheinlichkeit nach als 


Harnséure ausgeschieden. 

















Die Zerstérung der organischen Substanz nach der Methode 
von Fresenius-Babo, bei vorheriger Behandlung mit Antiformin 
und die Bestimmung kleinster Bleimengen in den so behandelten 
Organen. 
Von 


Dr. Alexander Friedmann, Assistent am Institut. 


(Aus dem hygienischen Institut der Universitat Konigsberg i. Pr. 
Direktor: Prof. Dr. Kisskalt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4, Juni 1914.) 


Die Methode von Fresenius-Babo beruht auf von Dulfos 
und Millon gemachten Beobachtungen, daB, um gewisse Metalle 
in organischen Substanzen zu bestimmen, keine vollstindige 
Mineralisierung notig sei. Es geniigt meistens eine Destruierung 
des Kiweifes und eine starke Oxydation durch Chlor. Zu diesem 
Zwecke haben Fresenius-Babo die Behandlung der gut zer- 
riebenen Substanz mit konzentrierter Salzsiure und Kalium- 
chlorat vorgeschlagen. 

KCIO, +- 6 HC] = 6Cl + KCl + 3H,0. 

An diese Methode !) kniipften sich im Laufe der Zeit eine 
Reihe von Beobachtungen an, die den Zweck hatten, sie zu 
vereinfachen oder zu beschleunigen. So schlug G. Bruylants 
vor, den Zusatz von Kaliumchlorat in Tablettform vorzunehmen, 
da dadurch die Chlorentwicklung langsamer und gleichmabiger 
vor sich geht und die Ausbeute eine viel bessere ist. ?) 

Um die Anhiiufung von Cl-Salzen zu vermeiden, die durch 
den Kaliumchloratzusatz bewirkt werden, wurde von Jeserich *) 
der Vorschlag gemacht, letzteres durch kleine Mengen Chlor- 
saure zu ersetzen. 

Die Erfahrungen A. Livaches,*) daB trockene Ole durch 
Zusatz von Mangan schneller oxydiert werden als beim Zusatz 
anderer Metalle — da Mangan in diesem Falle der beste Kataly- 
sator ist —, und die Arbeiten G. Bertrands,®) die die Rolle 
des Mangans bei der durch die Lactase bewirkten Oxydation 
nachgewiesen, fiihrten Villiers*®) zu einer Modifikation der 
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Methode von Fresenius-Babo. Nach Villiers geht die Zer- 
strung organischer Substanzen schnell und glatt vor sich mit 
Hilfe von Salzséure und Salpetersiiure unter Zusatz einer 
Mangansalzliésung. Kippenberger,‘) der die Methode Villiers 
in mehr als 30 Versuchen nachpriifte, ist mit der Methode 
Villiers jedoch nicht so sehr zufrieden. «Die von Villiers 
so sehr betonte Schnelligkeit im Verlauf der Oxydation — 
Leber, Milz, Lunge soll in wenigen Minuten, Muskelfasern 
binnen einer Stunde gelést werden —— konnte ich nicht be- 
stiitigen, auch trat die Zersetzung der Organteile bei meinen 
Versuchen niemals vollkommen ein, sondern es mufbte gegen 
Ende der Operation jeweilig noch Kaliumchlorat zugesetzt und 
weiter erhitzt werden, um ein fiir den weiteren Gang der 
Untersuchung brauchbares Liquidum zu erhalten.» Kippen- 
berger schlagt daher vor, die fein verteilte Substanz mit 
Kaliumchlorat und Salzsiure zu zerstéren unter Zusatz von 
Mangansuperoxyd. Dieser Manganzusatz beschleunigt die Oxy- 
dation und verkiirzt die ganze Operation. 

Mu dieser Manganzusatz als Fortschritt in der Ver- 
besserung der Methode von Fresenius-Babo _betrachtet 
werden, so hat sie doch den Nachteil, dai die weitere Be- 
handlung des Filtrats nach Kippenberger ziemlich zeitraubend 
wirkt, so daf die Methode nur in ganz bestimmten Fallen 
wird Anwendung finden kénnen. 

Auf der 7. Versammlung der freien Vereinigung Bayerischer 
Vertreter der angewandten Chemie in Speyer am 2. und 3. Sep- 
tember 1889 hielt A. Halenke®) einen sehr instruktiven Vor- 
trag iiber die Verwendung der Kjeldahlschen Methode zur 
Zerstoérung der organischen Substanz. In diesem Vortrage 
wird die Methode von Fresenius-Babo sehr stark angegriffen. 
«Ich selbst habe mich weder mit der Behandlung der Apfel- 
schnitte mit Salzsiure und chlorsaurem Kali, noch mit der 
Zerst6rung der organischen Substanz durch Hitze befreunden 
kénnen. Dabei habe ich die Erfahrung machen miissen, dab 
in verschiedenen Gutachten von Nahrungsmittelchemikern ameri- 
kanische Apfelschnitte als zinkfrei erklart worden waren, die 
in der Tat Zinksalze enthielten, oder dafi fiir das gefundene 
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Zink Zahlen angegeben waren, die ganz wesentlich hinter der 
Wirklichkeit zuriickblieben. » 

Bei 50 g Substanz braucht man aber nach dieser Methode 
allein schon 8 Stunden. Auch O. Gras und W. Gintel®) haben 
nach dieser Methode gearbeitet und fiigen neben der konzen- 
trierten Schwefelséure noch eine 10°/oige Kaliumsulfatl6sung 
hinzu. Vollstindige Entfarbung wird durch einen kleinen Zusatz 
von Kaliumnitrat erreicht. Schneider!®) versuchte die Zersté- 
rung der organischen Substanz mittels Salpetersdéure und Kalium- 
chlorat durchzufiihren, wihrend Grahm!") die Zerst6rung durch 
Salpetersdure durchfiihrt und die organischen Zerstérungspro- 
dukte mit Silbernitrat fallt. M. Pagel!?) verwendet chromsaures 
Chlorit (CrO,Cl,), das durch Einwirkung von konzentrierter 
Schwefelsiure auf ein Gemisch aus zwei Teilen NaCl und einem 
Teil Na,Cr,O, in Gegenwart der zu zerstérenden organischen 
Substanz gebildet wird. Nach diesem Verfahren soll es ge- 
lingen, selbst geringe Mengen Blei, Arsen, Zinn usw. nachzu- 
weisen bei Vermeidung der Belastigung durch schidliche Gase. 

Danger und Flaudin?*) erhitzen die gut zerriebene 
Substanz mit konzentrierter Schwefelséure und K6nigswasser, 
dasselbe Prinzip finden wir bei der A. Neumannschen Me- 
thode!*) «Die Veraschung auf nassem Wege durch konzentrierte 
Schwefelséure und Salpetersiure». Bei diesem Verfahren werden 
nicht die Stoffe in gew6hnlicher Weise verascht, sondern durch 
ein kriiftig wirkendes Oxydationsgemisch aus Salpeterséure und 
Schwefelsiure zerstért. Die Verkohlung wird vermieden durch 
langsames bestiindiges Zufiigen dieser Oxydationsmittel. 

Mit vielen Bleibestimmungen in Organen bleivergifteter 
Tiere hatten wir Gelegenheit, die Schwierigkeiten der Zerst6- 
rungsmethode nach Fresenius-Babo kennen zu lernen und 
glauben eine Erleichterung und Vereinfachung in der vorher- 
gehenden Behandlung mit Antiformin gefunden zu haben. 


Experimenteller Teil. 


Das Antiformin stellt eine Hypochloritlé6sung mit einem 
Zusatz von Natronlauge dar. Die Fliissigkeit hat eine hellgelbe 
Farbe und verbreitet einen schwachen Geruch nach Chlorkalk, 
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«Am einfachsten wird das Antiformin bereitet durch Umsetzen 
yon Chlorkalk mit Soda, Trennung der gebildeten Natrium- 
hypochloritl6sung von dem ausgefillten Kalk unter Zusatz von 
Natriumhydrat>. 

Das Antiformin machte einen ganz merkwiirdigen Weg 
durch die verschiedensten naturwissenschaftlichen Gebiete. In 
der Patentschrift als Reinigungs- und Desinfektionsmittel fiir 
die Girindustrie empfohlen, finden wir es bald auch in die 
Bakteriologie durch die eingehenden Arbeiten von Uhlen- 
huth") eingefiihrt. Die Eigenschaft des Antiformins, selbst ge- 
ballten eitrigen Auswurf von Phthisikern zu einer homogenen 
Masse aufzuldsen, benutzt Uhlenhuth, um eine Anreicherung 
der Tuberkelbacillen im Sputum durchzufiihren. Derselbe Autor 
priifte auch, wie weit dieses Priiparat auf organische und an- 
organische Korper einwirkt. Bei organischen KO6rpern trat 
stets ein gewisser Zerfall und Auflockerung ein. 

Die oxydierende Wirkung des freiwerdenden Chlors zeigte 
sich ganz besonders bei der Einwirkung einer 15°/oigen Lésung 
auf Kotballen. Nach 6 Stunden waren keine Kotpartikelchen 
nachweisbar. Wedemann,!*) der finf verschiedene Proben 
dieses Praparats uniersuchte, gibt folgende Analysenzahlen an: 

Natronlauge 7,5 °/o, 
100 cem Antiformin entwickeln durch Ansauern 5,3 CI. 

Auf Natriumhypochlorit umgerechnet, wiirde dieses einem 
Gehalt von 5,6°/o entsprechen. Die Antiforminlésung laBt sich 
wochen- und monatelang, ohne sich merklich zu zersetzen, 
auf bewahren. 

Die Arbeitsweise, wie wir unsere Bestimmungen aus- 
fiihrten, war folgende: Die bei 105 Grad getrockneten Organe 
wurden auf einer Handmiihle sehr fein gemahlen und im MOrser 
sehr fein verrieben. Je feiner die Organe so vorbereitet wurden, 
desto einheitlicher vollzieht sich die Zerstérung. Die pulveri- 
sierte Substanz wird vor der Verarbeitung nochmals zwischen 
Uhrglisern gewogen, vorsichtig mit einer 50°/oigen Antiformin- 
lisung tibergossen und mit dem Glasstabe angeriihrt, bis sich 
ein gleichmaBig aussehender Brei gebildet hat. Bei dieser 
Operation erhitzt sich der Inhalt der Schale bis auf 50—60° C. 
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Die Schalen mit dem Inhalt werden des freiwerdenden Chlors 
wegen unter den Abzug gestellt und 24 Stunden stehen ge- 
lassen. Nach dieser Zeit ist meistens ein homogener Brei vor- 
handen. Die einzelnen Teilchen sind aufgequollen, das Volumen 
vergrobert. Die Angriffsflache fiir die nun einsetzende Zerstérung 
nach Fresenius-Babo ist durch den Antiforminzusatz eine sehr 
grobe geworden. Die Schale mit dem Inhalt wird nun unter dem 
Abzuge auf ein Wasserbad gesetzt und zuniichst bis auf 80 Grad 
erwarmt, Es tritt ein schwaches Schiumen auf. Nun wird in 
kleinen Portionen reine konzentrierte Salzsaéure zugesetzt, bis 
das Schiumen nachlaft. Dann erst wird in kleinen Portionen 
Kaliumchlorat zugefiigt, bis die tiberstehende Losung weingelb 
wird und sich auch nach fortgesetztem Erwirmen nicht mehr 
verfiirbt. Andernfalls mu8 mit dem Zusatz von Salzsiure und 
Kaliumchlorat fortgefahren werden. Der Verlauf der Zerstérung 
ist sonst wie nach der Methode von Fresenius-Babo, nur 
geht hier die Zerstérung viel energischer und einfacher vor 
sich. Bei den vielen Untersuchungen und Bestimmungen, die 
wir vorgenommen haben, zeigte es sich, dafi man nach dieser 
Methode an Zeit sehr viel sparen kann. Mehr als 3 oder 3!/2 
Stunden haben wir selbst bei Mengen von 30 bis 35g nicht 
gebraucht. 

Die weingelbe klare L6sung wird alsdann mit Wasser 
verdiinnt und bis auf 60 Grad Celsius erwarmt und durch 
ein Faltenfilter von der zurtickgebliebenen Substanz getrennt 
mit heifem Wasser von 60 Grad Celsius einigemal nach- 
gewaschen. Um das itiberschiissige Cl zu verdrangen, wird 
langere Zeit hindurch Kohlenséure durchgeleitet; das Filtrat 
kann schon zum Einleiten von Schwefelwasserstoff verwendet 
werden. Manchmal kommt es jedoch vor, dafB, wenn man das 
Filtrat jetzt einengen muf, sich dasselbe verfairbt. Dann mub 
man die Zerstérung nochmals beginnen, die meistens schon 
nach einem einmaligen Zusatz einer kleinen Menge von Kalium- 
chlorat beendet ist. Wir haben bei der Ausfallung in schwach 
ammoniakalischer Lésung gearbeitet. Der Schwefelwasserstoff 
wurde lingere Zeit, meistens 6—8 Stunden eingeleitet. Nach 
beendeter Operation wurde das Erlenmeyer-Kolbchen, in 
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welchem das Einleiten des Wasserstoffgases geschah, gut ver- 
schlossen und 24 Stunden stehen gelassen. Die weitere Ver- 
arbeitung des Niederschlages zur quantitativen Ermittelung des 
Pb-Gehaltes geschah nach der titrimetrischen Methode von 
B. Kiihn.!7) Wir wahlten diese jodometrische Bestimmung 
des Bleies, weil sie neben ihrer Genauigkeit und guten Aus- 
fiihrbarkeit den grofien Vorteil hat, daB die Anwesenheit von 
Eisen auf das Resultat von keinem Einflu& ist, sofern diese 
Zersetzung des Bleisuperoxyds mit Essigsiure stattfindet und 
jede Spur einer Mineralséure, namentlich Salzsiure ausge- 
schlossen wird. Diese Methode beruht auf der von Diehl 
gemachten Beobachtung,!*) dafi Eisenoxydhydrat, welches aus 
einer Eisenchloridlosung durch Erhitzen mit Natriumacetat- 
losung frisch gefallt und mit heifiem Wasser ausgewaschen 
war, keine Spur Jod aus einer mit Essigséiure ausgesiduerten 
Jodkaliumlésung freimachte. Auch die Anwesenheit von Man- 
gan, Kobalt, Nickel ist auf das Resultat der Bleibestimmungen 
ohne Einfluf. 

Die Versuche Kiihns wurden von uns eingehend nach- 
geprift und in einer grodferen Anzahl von Analysen fiir gut 
befunden. Ebenso hatte Herr Prof. Kisskalt diese Methode 
gelegentlich der Bestimmung kleiner Bleimengen im Wasser 
schon friher mit gutem Erfolg angewandt. 

Die Genauigkeit dieser von uns angewandten Methode 
wurde durch folgende Untersuchungen festgestellt: 4 Portionen 
fein zermahlenes Fleisch (15—20 g Trockensubstanz) wurden 
in kleinen Porzellanschalen mit Bleiacetat (10 und 5 mg) ver- 
mischt und 24 Stunden in den Brutschrank gestellt. Nach dem 
Trocknen und Pulverisieren geschah die Verarbeitung nach 
der oben beschriebenen Methode. 


Analysenresultate. 

Nach Fresenius-Babo. 
I. 14,5 g Trockensubstanz enthalten = 10,0 mg Pb 
gefunden = 9,75 >» » 
II. 23,2 g Trockensubstanz enthalten = 5,0 >» » 
gefunden = 4,86 >» » 
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Nach der Antiforminmethode. 
I. 25,65 g Trockensubstanz enthalten = 10,0 mg Pb 
gefunden = 9,87 >» » 


lI. 18,3 g Trockensubstanz enthalten = 5,0 » » 
gefunden = 4,95 >» » 


Die weiteren, mit der Methode erhaltenen Resultate 


werden demnichst in der «Zeitschrift f. Hygiene» erscheinen. 
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Zur Kenntnis der stickstoffhaltigen Bestandteile 
der Pflanzengallen. 


I. Mitteilung. 
Von 
M. Nierenstein. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Bristol.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Juni 1914.) 





Infolge des geringen Stickstoffgehaltes der Gallen ist der- 
selbe kaum bisher beriicksichtigt worden,!) so dab vielleicht 
folgende Mitteilung das Interesse fiir die stickstoffhaltigen Be- 
standteile der Pflanzengallen erwecken diirfte. Ich habe niaim- 
lich aus dem sog. Gallenwachs der Knoppern, den Gallen von 
Quercus Aegilops L., die durch den Stich von Cynips calcis 
hervorgerufen werden, eine schén krystallisierende Substanz 
erhalten, die wahrscheinlich ein linksdrehendes Galloyl-leucin 


COOH 
HO. cH_CH,—CH 
CH,” 
NH - CO - C,H,(OH), 

ist. Wie weit dieser Befund zur Erkenntnis des pathologi- 
schen Metabolismus der Pflanzen wiahrend der Gallenbildung 
beitragen wird, lat sich einstweilen schwer beurteilen und 
halte ich diesbeziigliche Erérterungen auch fiir verfriiht. 

Gelegentlich einer Untersuchung des Knopperngerbstoffes,?) 
uber den ich gemeinsam mit Herrn Jan Jedli¢ka an anderer 
Stelle ausfiihrlich berichten werde, wurden im hiesigen Labo- 
ratorium ca, 800 g ,,Gallenwachs‘ der Knoppern zur weiteren 


') Vgl. z. B. v. Stockert und Zellner, Diese Zeitschrift, Bd. 90, 
S. 497 (1914). 

*) Vgl. Nierenstein, Uber Gerbstoffe. Verhandl. der d. Natur- 
forscher usw. 85. Versammlung (Wien 1913), Il. Teil, I. Halfte, S. 368. 
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Verarbeitung auf Cyclogallipharséure') gesammelt. Die Extrak- 
tion der Knopperngallen erfolgte mittels Benzol oder Tetrachlor- 
kohlenstoff in dem schon friiher beschriebenen Extraktions- 
apparate.2) Das so gewonnene Gallenwachs war von salben- 
artiger Konsistenz und hatte eine ausgesprochene gelbe Farbe, 
die durch etwas Chlorophyll verunreinigt war. Nach léngerem 
Stehen schieden sich Krystalle, die mit der Zeit (ca. 21/2 Jahre) 
einen grOBeren Krystallklumpen bildeten. Hierauf wurde mecha- 
nisch vom Gallenwachs getrennt und die Krystallmasse mit 
Petroléther gewaschen. Das Gewicht des so gewonnenen 
Rohmaterials betrug ca. 9 g. Das so gewonnene rohe Galloyl- 
leucin list sich leicht in absolutem, schwerer in verdiinntem 
Alkohol und noch schwerer in Benzol. Futr seine Krystalli- 
sation eignet sich absoluter Alkohol, aus welchem Losungs- 
mittel es sich in sch6n ausgewachsenen prismatischen Nadeln 
ausscheidet. Mit Eisenchlorid gibt es die ausgesprochene Blau- 
firbung der Gallussiure, dagegen fallt die Cyankalireaktion 
fiir Gallussiure negativ aus. 

Der Schmelzpunkt ist nicht scharf und liegt bei 234—238° 
unter Zersetzung und Kohlenséureentwicklung, wobei sich die 
Schmelze tief braun firbt. 


0,1368 g Substanz gaben 0,2758 g CO, und 0,0766 g H,O 


Q,2072 » » >» 0,2419>» » >» 01098» » 
0,3950 » » >» 16,5 ccm N (769 mm, 21,5°) 
0,2679 > >» > 10,7 >» » (767 » 16° 
0,1806 » > >» 7,2 » » (750 » 14°). 
Ber. fiir C,,H,,O,N: Gefunden : 
C = 55,10%o C = 54,91, 55,330 
H = 6,00% N= 6,22, 5,93%o 
N= 4,90°o N= 4,84, 4,69, 4,63 °o. 
0.3648 g in 100 ccm Alkohol gelést, drehten im 4,4 dm- 
° ~ ° ° ° ; 6 ~~ me ~ 
Rohr bei 15° im Natriumlicht 0,92 ° nach links. ia), = —57,35°. 


') Vgl. Kunz-Kraus und Mitarbeiter, Archiv d. Pharm., Bd. 242, 
S. 256, 257 (1904), Bd. 245, S. 28 (1907), Bd. 248, S. 249, 398 (1910). 

?) Nierenstein, Darstellung, Untersuchung, Nachweis und Analyse 
der Gerbstoffe in Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden, 
Bd. 6, S. 149 (1912). 
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Im Einschmelzrohre mit 10°/oiger Salzsiiure 4 Stunden 
lang erhitzt, JaBt sich das Galloyl-leucin glatt in Gallusséure 
und d-l-Leucin spalten. Man erhalt aber nur so ca. 82°/o (Mittel 
aus 2 Versuchen) der berechneten Gallussiuremenge, was wahr- 
scheinlich auf die Zersetzung der Gallussiiure beim Erhitzen 
mit Mineralsduren beruht.!) Die Identifizierung der sorgfiiltig 
einige Male umkrystallisierten Spaltungsprodukte erfolgte durch 
ihre Schmelz- und Mischschmelzpunkte mit kiiuflichem d-l-Leucin 
und der Gallussiure. Fiir die letztere fand ich den in der 
Literatur angegebenen Schmelzpunkt, dagegen schmolz das d-l- 
Leucin bei 287—-290° (korr.) im geschlossenen Kapillarrohre, 
was mit den Angaben von E. Fischer?) (293—295° korr.) 
nicht recht tibereinstimmt und wahrscheinlich darauf zu beziehen 
st, dafi mein Produkt nicht rein war. Ich habe daher auch 
die Benzoylverbindung dargestellt. Das so gewonnene Benzoyl- 
d-l-leucin schmolz bei 137—138° (korr.), was mit den Angaben 
in der Literatur tibereinstimmte. *) 

Versuche, das Galloyl-leucin zu synthetisieren, haben bis 
jetzt fehlgeschlagen, doch gedenke ich meine Untersuchungen 
in dieser Richtung fortzusetzen. 


*) Gauke und Nierenstein, Ber. d. d. chem. Gesel!sch., Bd. 47 
S. 891 (1914). 

*) Ber. d. d. chem. Gesellsch., Bd. 33, S. 2373 (1900). 

3) Abderhaldens biochem Hanitesibenis Bd. 4, S. 570 (1911). 

















Untersuchungen iiber das Hautsekret der Fische. 


Von 
Johannes Miiller. 


I. Mitteilung: 
Die Chemie des Aalschleims. 


Von 


Johannes Miiller und Hans Reinbach. 


(Aus dem biochemischen Institut der Diisseldorfer Akademie fiir praktische Medizin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. Juni 1914.) 


Einleitung: Auf das vom Wege etwas abliegende Objekt 
der nachstehenden Untersuchungen wurde ich (Johs. Miller) 
durch besondere Umstiinde gefiihrt, die ich kurz schildern will, 
einmal weil sich daraus der Gang der Arbeit erklart, sodann 
weil ich damit Gelegenheit zu einigen Nachtraégen zu friiheren 
Mitteilungen finde. 

Als ich?) vor langerer Zeit die Konstitution des Scyllit 
festgelegt und gleichzeitig durch Untersuchung des nach An- 
gabe der Zoologen in Betracht kommenden Nahrungsmateriales?) 
das isolierte Vorkommen dieses K6Orpers bei den Plagiostomen 
wahrscheinlich gemacht hatte, sprach ich den, inzwischen nur 
von zoologischer Seite gewiirdigten, Gedanken aus, dai die 
Sonderstellung des Scyllit mit der Sonderstellung des Plagio- 
stomen im zoologischen System in Zusammenhang stehen 
kénnte. In diesem Gedanken wurde ich nur bestarkt, als kurz 
darauf mein Bruder Hugo Miiller*) das ebenfalls isolierte 
Vorkommen eines Isomeren des Inosit im Pflanzenreiche, nam- 


‘) Johannes Miiller, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 40, 
S. 1821 (1907). 

*) Vgl. dazu auch Hugo Miller, Transact. Chem. Soc., 1912, 
Vol. 101, p. 2387: «A previous experiment, made on a somewhat larger 
scale, did not yield a trace of scyllitol. It was then discovered 
that, probably by inadvertance, instead of the organs of the plagiostomous 
fishes, those of ordinary food fishes had been used. 

*) Transact. Chem. Soc., 1907, Vol. 91, p. 1780. 
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lich des Cocosit!) bei Cocos nucifera und Cocos plumosa 
entdeckte. Ich stellte mir also vor, daB die in der Ordnung 
der Plagiostomen zusammengefaBbten sonderbaren Fische, welche 
fast alle lebendige Junge gebiiren, teilweise eine Placenta aus- 
bilden usw., gar keine wahren Verwandten oder Vorfahren der 
iibrigen Fische seien, sondern daf sie das Endglied einer 
phylogenetischen Reihe darstellen, welche sich sehr viel weiter 
unten vom gemeinsamen Stamme abgetrennt hat, wenn man 
nicht — was ich vorziehe — einer streng polyphyletischen 
Anschauung folgend in ihnen die letzten Repriisentanten einer 
Entwicklungsreihe sehen will, welche von Uranfang an von 
der zu den tibrigen Fischen und weiter fiihrenden getrennt 
verlief. Es fragt sich, ob der Versuch berechtigt ist, eine 
Cyklose sozusagen als chemisches Leitfossil fiir phylogene- 
tische Probleme zu benutzen. Pfliiger z. B. hat ja noch zuletzt 
lebhaft den Satz verfochten, daf nur die Eiweifkérper spe- 
zifischer Natur sind. Meiner Meinung nach kann nur der Ver- 
such entscheiden, ob eine Ubereinstimmung zwischen morpho- 
logischer und chemischer Organisation besteht.?) Deshalb 
habe ich seinerzeit systematische Untersuchungen an Fischen 
begonnen und zuniichst die mir damals — in Rostock — 
relativ leicht zuganglichen Cyklostomen (Petromyzon fluv.) 
analysiert. Die Ausbeute an einem die Scherersche Reaktion 
gebenden Korper war aber leider so gering, daf} nur auf Grund 
einer Bestimmung des Schmelzpunktes einer noch nicht absolut 
aschefreien Probe die Vermutung eines neuen Isomeren ge- 
macht werden konnte. Bei dieser Gelegenheit nun war es, 
daB ich auf das Hautsekret der Cyklostomen aufmerksam 


1) Inzwischen ist von Hugo Miller die chemische Identitét von 
Scyllit, Cocosit und dem von Vincent und Delachanal (Compt. rend., 
1887, Bd. 104, S. 1855) beschriebenen Quercinit nachgewiesen worden. 

*) Zunachst erscheint es ja bedenklich, rein stereochemische 
Differenzen, hier spezieil den Fall der cis-trans-Isomerie im angefihrten 
Sinne zu verwenden, zumal seit Hugo Miiller die wichtige Entdeckung 
gemacht hat, dali die Cyklohexanhexole in Form ihrer Hexaacetate 
durch Einwirkung von Halogenwasserstoff in die Pentacetate isomerer 
Monohalogenhydrine, ja direkt in zwei neue Isomere, Isoinosit und w-Inosit, 
ibergehen. Aber man findet eben bei Plagiostomen z. B. keine Spur von 
Isomeren. 
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wurde. Dasselbe ist bekanntlich giftig und man befreit die 
Fische davon vor dem Genusse, indem man sie mit viel Koch- 
salz bestreut und gleichzeitig mit Reisigbosen umrihrt. Ich 
hoffle, in diesem Schleim eine ergiebige Quelle fiir die Dar- 
stellung von Mucin gefunden zu haben; nach meiner Uber- 
siedelung nach Diisseldorf muBte ich aber nach anderem 
Material fahnden, weil Neunaugen im Rhein nur selten gefangen 
werden. Als leicht in geniigender Weise beschaffbar erwies 
sich der Schleim der Aale, von welchen in einer hiesigen 
Fischerei tiiglich etwa 10 Zentner verarbeitet werden. Sehr 
bald zeigte sich, dafi die schleimige Natur des Sekrets der 
Aalhautdritisen nicht durch die Anwesenheit von Mucin 
bedingt ist, da sich durch Hydrolyse kein Kohlen- 
hydrat abspalten laft. Da aber tber das Hautsekret der 
Fische bislang absolut nichts bekannt ist, wurde das durch 
Extraktion usw. gewonnene Material verwendet, um diese Lticke 
in der vergleichenden Biochemie auszufiillen. Bei der beab- 
sichtigten Fortsetzung der Untersuchung werden natiirlich so- 
wohl fiir die Darstellung des EiweiBes wie fiir die der Lipoide 
andere Methoden in Anwendung kommen. Bei der Beurteilung 
der zu beschreibenden Methoden bitte ich also zu_beriick- 
sichtigen, daB urspriinglich eine systematische Untersuchung 
nicht beabsichtigt war. 


Experimentelles. 


Das Untersuchungsmaterial wurde in folgender Weise ge- 
sammelt: Das sich lebhaft windende Tier wurde einige Zeit 
am Kopfe festgehalten, bis die Oberfliiche mit reichlichem 
Schleim bedeckt war; dieser wurde dann mit der Hand ohne 
zu starkes Driicken in ein reines Gefaif abgestreift und im 
Kiihlraum der Fischerei auf Eis bei einer Lufttemperatur von 
+ 2° C. aufbewahrt, bis eine geniigende Menge gesammelt 
war (durchschnittlich vier, in maximo 6 Tage). Niemals trat 
eine Spur von Faulnis auf. 

Um einen Einblick in die allgemeine Zusammensetzung 
des Schleims zu gewinnen, wurden 25 g (frisch abgestreift) 
mit einem Gemisch von Alkohol und Ather iibergossen, einige 
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Zeit stehen gelassen und dann noch 3 Stunden am Riickflub- 
kiihler erwirmt. Nach Filtration und Nachwaschen mit Ather 
hinterlieS das Extrakt 0,5 g (= 2°/o des angewandten Schleims) 
einer gelb-braunen halbfesten Masse. Eine P-Bestimmung nach 
Neumann ergibt hierin 1,58°/o P. 

Der auf dem Filter verbliebene Eiweifbriickstand wurde 
nochmals 2 Stunden mit Alkohol gekocht; dabei ging die 
schleimige, fadenziehende Beschaffenheit allmahlich verloren, 
ohne daB bemerkenswerte Mengen alkoholléslicher Stoffe in 
den Alkohol tibergingen. Nach Abtrennung des Alkohols wurde 
auf dem Wasserbade, schlieflich im Vakuumexsikkator ge- 
trocknet und gepulvert. N-Bestimmung (Kjeldahl!) an diesem 
Pulver: 0,4238 g Substanz enthalten 0,0578 g N. Entsprechend 
dem spiter gefundenen Quotienten 7,02 berechnen sich dem- 
nach 0,406 g Eiweifi = rund 90°. (Die Substanz war noch 
nicht absolut trocken.) 


Aschenbestimmung des entfetteten und getrockneten Pulvers: 
0,9867 g Substanz gaben 0,016 g Asche = 1,62°/o. 
Phosphorbestimmung (Neumann) am gleichen Material: 
0,6866 g Substanz verbrauchen 6,5 ccm ®/2-NaOH = 0,53°/o P. 


Weiter wurden an frischem, nicht vorbehandeltem Schleim 
folgende Analysen durchgefiihrt: 


1. Bestimmung des Gesamtstickstoffs (Kjeldahl): 3,10 g Schleim 
enthalten 1,25°/o N; hiervon kommt ein kleiner Teil auf die 
Phosphatide. Laft man diesen unberiicksichtigt, so berechnen 
sich 1,25 « 7,02 = 8,78°/o Eiweif. 

2. Wasserbestimmung: 6,11 g Schleim, bei 105° im Toluolschrank 
getrocknet, hinterlassen 0,727 g Trockenriickstand; demnach be- 
trigt der Wassergehalt 5,383 g = 88,1°. 

3. Phosphorbestimmung (Neumann): 2g Schleim enthalten 2,41 mg P 
= 0,0121°/o P = 0,144°/o P der Trockensubstanz. 


Aus allen diesen Daten ergibt sich die in der folgenden 
Tabelle wiedergegebene Zusammensetzung des frischen Aal- 
schleims. 

Eiweif .... . 8,78%o 
Atherextrakt . . . 2,00°%o 
Wasser ... . . 88,10°%o 
Asche. .... . 0,19%,o 

99,07 Jo 
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Hierin ist der Aschegehalt wegen des S- und P-Gehaltes 
des Materials unsicher, die Menge des Atherextrakts sicher 
zu niedrig. Wir werden weiter unten sehen, da durch sehr 
energische Extraktion der P-Gehalt des Eiweifkérpers bis 
auf 0,33°/o0 sinkt, gegentiber 0,53 der ersten Analyse. Nach 
diesem Verhiiltnisse wiirde sich der Atherextrakt auf 3,2°/o 
erhdhen und die Gesamtsumme ergibt 100,27. Jedenfalls ist 
es so gut wie sicher, daf die Aufteilung eine vollstandige ist. 

Das gesammelte Material wurde in 3 Portionen ange- 
liefert; da die Aufarbeitung der einzelnen Portionen etwas von- 
einander abweicht, soll jede einzeln beschrieben werden. 

Vorher mag bemerkt werden, dafi der frische Schleim 
an verdiinnte Alkalien, Kalkwasser, Barytwasser nur sehr 
geringe Mengen von Eiweif} abgab. Aus diesen sehr verdiinnten 
Losungen kann das Eiweif sofort nach Einwirkung des alka- 
lischen Lésungsmittels mit Essigséure wenigstens teilweise ge- 
faillt werden; schon nach kurzer Zeit ist aber die Saurefillung 
nicht mehr méglich. Jedenfalls ist eine praparative Darstellung 
auf diesem Wege nicht mdglich. 


Aufarbeitung der I. Portion. 

6200 g Aalschleim werden mit 2,51 1°/oiger Essigsiéure 
tiichtig verrtihrt, nach liingerem Riihren noch 60 ccm Kssig- 
siiure in 500 ccm Wasser eingetragen (insgesamt also sind 
3 1 etwa 3°/oiger Essigsiure zugegeben). Man lift tiber Nacht 
stehen, trennt dann die saure wisserige LO6sung A von dem 
noch stark schleimigen B durch Filtration und Abpressen und 
knetet B 2 Stunden lang mit 40°/oigem Alkohol durch, bis 
die Masse ihre schleimige Natur ziemlich verloren hat und 
besser filtrierbar und abprefbar geworden ist. Der Alkohol 
wird abfiltriert und abgepreBt, der Riickstand mechanisch 
zerkleinert, mehrmals mit 9Q°/oigem Alkohol durchgeknetet, 
schlieBlich mit soviel Ather durchgeriihrt, daB die Masse damit 
bedeckt ist. Nach 36stiindigem Stehen preBt man den Ather 
ab; der mechanisch fein zerkleinerte Riickstand wird in ein- 
zelnen Portionen je 5 Stunden im Heifextraktor mit Ather 
extrahiert. Das Eiweif ist nunmehr gut pulverisierbar geworden. 











Untersuchungen tiber das Hautsekret der Fische. I. 61 


Die alkoholischen und a&therischen Ausziige werden mit 
den entsprechenden Ausziigen der spateren Verarbeitungen 
vereinigt. : 

Die Analyse des gewonnenen Eiweifbkorpers lieferte fol- 


gende Resultate: 


1. Verbrennung: 

0,1795 g Subst. = 0,1108 g H,O u. 0,3236 g CO, = 6,91 °/o H_ u. 49,2 %o C. 
2. N-Bestimmung (Kjeldahl): 
0,394 g Substanz = 39,8 ccm 2/10-H,SO, = 0,0557 g N = 14,14% N. 
Schwefelbestimmung (Pringsheim): 
1,1957 g Substanz = 0,1032 g BaSO, = 1,19°%o S. 
Phosphorbestimmung (Neumann): 
0,6526 g Substanz = 5,8 ccm 2/s-NaOH = 3,2132 mg P = 0,49°/o P. 


Die essigsaure Lo6sung A wurde mit gesittigter Ammo- 
niumsulfatl6sung im Verhaltnis 1600 A : 2600 Ammoniumsulfat- 
ldsung versetzt, der ausgefiillte Eiweifkorper nach 12 Stunden 
abfiltriert und bis zum Verschwinden der Reaktion auf H,SO, 
dialysiert. Beim Erhitzen dieser praktisch salzfreien Losung 
war Triibung zu beobachten. Durch viel Alkohol wurde der 
durch Alkohol sehr schwer fillbare Eiweifkérper gefallt, auf 
dem Filter mit Alkohol und Ather ausgewaschen, bei 105° C. 
getrocknet und analysiert. Die Ausbeute betrug 7 g. 

Analyse des dialysierten Eiweifkérpers aus Lisung A: 

1. Verbrennung: 

0,2392 g¢ Subst. = 0,1431 g H,O u. 0,4200 g CO, = 6,7°/o H u. 47,89%o C. 
2, N-Bestimmung (Kjeldahl): 

0,3597 g Substanz = 33,15 ccm 410-H,SO, = 0,0464 g N = 12,9°%o N. 
3. Schwefelbestimmung (Pringsheim): 

1,111 g Substanz = 0,1260 g BaSO, = 1,56°/o 

1,2197 » > —= 0,1371 > ” = 1,54°/o > 
4. Phosphorbestimmung (Neumann): 

0,6647 g Substanz = 2,9 ccm 9/s-NaOH = 1,607 mg P = 0,24°/o P. 


Wie man sieht, enthalt der Kérper weniger P und N als 
das durch Atherexiraktion gereinigte Eiweif; die Verminderung 
des Stickstoffgehaites ist aber viel zu stark, als daB sie etwa 
auf eine einfache Loslésung von Phosphatid bezw. weitere 
Reinigung bezogen werden kénnte. Vielmehr erscheint es wahr- 
scheinlich, da} — wie schon O. Nasse beim Acidalbumin be- 
obachtete — unter dem Einflufi der Séure eine Abspaltung 
von N aus dem Eiweifimolekiil stattgefunden hat. 


716 
~~ 
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Ubrigens trat in dem Filtrat von der Ammonsulfatfallung 
auf vorsichtigen Zusatz von KOH geringe Triibung ein, die 
Anwesenheit von etwas Acidalbumin anzeigend. 


Verarbeitung der II. Portion. 


6300 g Aalschleim werden mit 41 10°/oiger Essigsaure 
tiichtig verrthrt; nach 15stiindigem Stehen in der Kalte wird 
abgeprebt (Filtrat A). Der EiweiBriickstand wird mit 1500 ccm 
90°/oigem Alkohol 11/2 Stunden lang verriihrt und durchge- 
knetet, dann abgepreft, mechanisch zerkleinert, nochmals in 
gleicher Weise mit 96°/oigem Alkohol behandelt, wieder ab- 
geprebt und schlieBlich 3 Tage unter zweimal erneuertem Ather 
stehen gelassen. Die alkoholischen und atherischen Ausziige 
werden mit den entsprechenden Extrakten der ersten Auf- 
arbeitung vereinigt, das abgepreBte Eiweif wird getrocknet. 


Analyse des Eiweifes II: 

1. Verbrennung: 

(),1640 g Subst. = 0,0984 g H,O u. 0,2975 g CO, = 6,71°/o H u. 49,47°/o C. 

0,22384> >» =0,1294> » »0,4068> » =6,48%o » » 49,66%o >» 
2. N-Bestimmung (Kjeldahl): 

0.4638 g Substanz = 46,3 ccm /10o-NaOH = 0,0648 g N = 13,98°/o N. 
3. Schwefelbestimmung (Pringsheim): 
1,2608 g Substanz = 0,1058 g BaSO, = 1,15°/o S. 
12376 > >» =01064> » = 1,18% » 
Phosphorbestimmung (Neumann): 
0.8116 g Substanz = 5,75 ccm "/2-NaOH = 3,18 mg P = 0,393°%o P. 

Aus dem essigsauren Filtrat A wird der darin geléste Eiweib- 
kérper durch vorsichtigen Zusatz von NaOH ausgefallt abfiltriert, 
dialysiert, aus der salzfreien Lésung mit Alkohol ausgefallt, 


mit Alkohol und Ather gewaschen, bei 105° C. getrocknet. 


Analyse des Eiweifikérpers aus Filtrat A: 


bs 


1. Verbrennung: 
0,1866 g Subst. = 0,1092 g H,O u. 0,3312 g CO, = 6,55°/o Hu. 48,41 %o C. 
2. N-Bestimmung (Kjeldahl): 
(),3365 g Substanz = 34,25 ccm 2/10-H,SO, = 14,20°/o N. 
3. Phosphorbestimmung (Neumann): 
0,5658 g Substanz = 2,95 ccm 9/2-NaOQH = 0,29°%Jo P. 
4. Schwefelbestimmung (Pringsheim): 
0.8542 g Substanz = 0,0625 g BaSO, = 1,01°/o S. 
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Verarbeitung der II]. Portion. 


9000 g Aalschleim werden mit 3—-4 Litern Wasser durch- 
geknetet, dann mit 2 Litern 10°/oiger Essigsiure erneut mehrere 
Stunden durchgeriihrt, wodurch die Masse filtrierbar wird. Der 
Riickstand bleibt 12 Stunden mit 40°/oigem Alkohol stehen, 
nach Filtration wird er mehrere Stunden mit 90°/oigem Alkchol 
durchgeriihrt, abgeprefit, mechanisch zerkleinert, nochmals mit 
96°/oigem Alkohol behandelt, wieder abgepreBt und schlieBlich 
portionenweise erschépfend im Heifextraktor mit Ather extra- 
hiert und getrocknet. 


Analyse des Eiweifi III: 

1. Verbrennung: 

0,2637 g Subst. = 0,1574 g H,O u. 0,4714 g CO, = 6,68%o H u. 48,75%o C. 

0,085 >» » =0,0514> » »0,1501> » =6,77% » »4816% » 

(Die zweite Verbrennung hinterliefS einen minimalen Kohlenriickstand). 
2. N-Bestimmung (Kjeldahl): 

0,5507 g Substanz = 56,55 ccm /10-H,SO, = 14,37°/o N. 
3. Schwefelbestimmung: (Pringsheim): 
0,7292 g Substanz = 0,0688 g BaSO, = 1,29%o S. 
Phosphorbestimmung (Neumann): 
0,7499 g Substanz = 4,4 ccm ®/2-NaOH = 0,33°/o P. 
1,0124 » > = 6,05 » > == 0,331°/o P. 

Eine Probe der Substanz wurde nochmals mit Alkohol 
1 Stunde erhitzt, dann im HeiSextraktor 4 Stunden mit Ather 
extrahiert. An dieser Probe wurde die Bestimmung von N und 
P wiederholt. Es ergibt sich 0,355°/o P und 14,50°/o N, also 
keine bemerkenswerte Anderung. 

Die folgende Tabelle veranschaulicht die elementare Zu- 

sammensetzung der in den 5 Verarbeitungen gewonnenen Ei- 


weibportionen: 


ee 


1. II. lil. 
CGC... . 49,2 49,56 48,75 
H 6,91 6,59 6,68 
N 14,14 13,98 14,37 
S 1,19 1,16 1,29 
P 0,49 0,393 0,33 
0 28,07 28,32 28,57 


An der elementaren Zusammensetzung fallt zunachst der 
niedrige N-Gehalt auf, wie man. ihn von ahnlicher GréSenord- 
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nung bei den Mucinen, Mukoiden, einigen mucinahnlichen Nuc- 
leoalbuminen, und auch bei den sogenannten Ichthulinen findet; 
mit diesen Gruppen hat unser Eiweifkorper auch die schleimige 
Natur und andere physikalische Eigenschaften, mit einigen auch 
den Phosphorgehalt gemeinsam, wahrend er von den Mucinen, 
den Mukoiden und den meisten Ichthulinen durch das Fehlen 
abspaltbaren Kohlenhydrats sich unterscheidet. 

Am weitesten geht die Ahnlichkeit mit dem Ichthulin 
aus Barscheiern,!) dem aus Kabeljaueiern?) und dem Nucleo- 
albumin der Schneckenleber.®*) 

Wie bei diesen Korpern ist es die dringlichste Aufgabe 
der weiteren Forschung, zu entscheiden, ob der gefundene 
Phosphor ein essentieller Bestandteil des Eiweif- 
molekiils ist, ob er einem in wahrer chemischer Bindung 
angelagerten Phosphatid zugehdrt oder ob er endlich einfach 
aus einer Verunreinigung mit Phosphatid stammt. Wie bei den 
genannten Substanzen reicht auch bei dem neuen Korper 
das experimentelle Material noch nicht aus, um eine Dis- 
kussion dieser Frage zu ermodglichen. Wir méchten aber mit 
der nétigen Reserve auf Grund des analytischen Eindrucks eine 
Verunreinigung als unwahrscheinlich ablehnen. Die beiden aus 
den essigsauren Filtraten gewonnenen Eiweifikorper sind ohne 
Zweifel chemisch verandert; tiber das Wesen dieser Verdnderung 
sind genauere Untersuchungen noétig, weshalb wir uns mit der 
Nebeneinanderstellung der Analysen beider auf verschiedene 
Weise gewonnenen Produkte begnugen: 


I. II. 
C.«s+. ae 48,41 
H . 6,7 6,55 
N 12.9 (!) 14,20 (!) 
S te. 1,BS 1,01 (!) 
r. . 0,24 0,29 
0 30,71 29,54 


Um einen Einblick in den Aufbau des neuen Eiweiik6érpers 
zu gewinnen, wurde eine Bestimmung nach D. van Slyke vor- 


1) Hammarsten, Skand. Arch. f. Physiol., Bd. 17, S. 113 (1905). 
2) Levene, Diese Zeitschrift, Bd. 32, S. 281 (1901). 
’) Hammarsten, Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. 36, S. 373 (1885). 
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genommen. Das Prinzip dieser Methode darf als bekannt vor- 
ausgesetzt werden. Fur die gasometrische Bestimmung des 
primaren aliphatischen Aminostickstoffs mittels salpetriger Siiure 
hat sich die neue Apparatur nach van Slyke mit Schiittelein- 
richtung vortrefflich bewihrt. 

Durch Vorversuche wurde festgestellt, dafi nach 25 stiindigem 
Kochen mit 20 Teilen 20°/oiger HCl vollstindige Hydrolyse 
eintritt. Es wurden 3 Proben der II. Verarbeitung (2,7338 g: 
2.8948 g; 2,9969 g) untersucht. Die Abweichungen waren so 
gering, dab wir uns mit der Angabe des Mittels begniigen kénnen. 


Aufteilung des EiweiBkorpers nach van Slyke. 





°/o des Eiweifes °/o des Gesamt-N 
GueemeG 2. 6 it ee tee ee 100 
Ammoniak-N ... «6.0 «© « « 38 9 86 
CS a | 3,67 
i 1,15 
APO ct tee ee 11,22 | 24.89 ly 
Hystidin-N .......... 0,84 4 
CS ee 6,48 
Amino-N des Filtrats. . . . . . 7,68 55,04 \ 59 93 0 
Nicht-Amino-N im Filtrat . . . 0,68 mae 

13,67 %o 98,35 Jo 


Die Aufteilung ist eine ziemlich befriedigende. Es be- 
rechnet sich aus ihr fiir 100 g Eiweif: 
Cystin. . 2... 1,87 % 
Arginin .... . 4,85 /o 
Histidin . . . . . 3,10 %o 
Lysin . . .. . . 4,70%o 


Kine weitere Aufteilung nach den Methoden von A. Kosse|l 
und E. Fischer wird nachgeholt werden. 


Aufarbeitung der Extrakte. 
Die bei der geschilderten Reinigung des Aalschleims 


jeweils erhaltenen alkoholischen, bezw. dtherischen Ausziige 


wurden miteinander vereinigt (I. Alkoholauszug und I. Ather- 
auszug). Beide wurden dann gesondert im Vakuum zur Trockne 
gebracht; dabei hinterlieBen sowohl der J. alkoholische wie 
der I. atherische Auszug dickfliissige, noch etwas wasserhaltige 
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Massen, die im Falle des alkoholischen Auszuges noch etwas 
Eiweifs einschlossen. 

Die beiden Riickstande wurden nun mit Ather erschépfend 
ausgeschiittelt, und die Lésungen sowohl des I. alkoholischen 
wie des |. dtherischen Riickstands zum II. atherischen 
Extrakt vereinigt. 

Der in Ather unlésliche Anteil wird mit Alkohol in der 
Wirme mehrmals mehrere Stunden am RiickfluBkthler behan- 
delt, die heiBen alkoholischen Extrakte ebenfalls vereinigt zum 
II. alkoholischen Auszug. 

Der weder in Alkohol noch in Ather lésliche Riickstand 
gab bei mehrwochentlichem Stehen mit Petrolather an dieses 
Lésungsmittel auch nicht Spuren ab. Nach Entfernung des 
Petrolathers wird mit Wasser behandelt, wodurch fast alles 
gelost wird; nur etwas Eiweifi bleibt ungelést. 


Aufteilung des II. Atherauszugs. 


Die vereinigten braungefirbten Atherausziige wurden mit 
entwiissertem Natriumsulfat getrocknet; nach Verdunsten des 
Athers hinterblieb ein Riickstand von 170 g, welcher eine halb- 
feste, hellbraune, in Ather und Petrolither ohne Riickstand 
lésliche Masse darstellte. 

Zur Aufteilung dieser Masse wurde auf Grund von Vor- 
versuchen folgender Kunstgriff angewandt: Man versetzte zu- 
nichst allmahlich mit mebr und mehr Essigester, wodurch 
die Konsistenz sich bis zur vdlligen Verfliissigung anderte; 
bei weiterem Zusatz (insgesamt 1,2 Liter Essigester) trat 
Triibung auf und ein gelblich-weifer K6érper (A) fiel aus, der 
nach einiger Zeit abgesaugt und mit Essigather griindlich ge- 
waschen wurde. 

Aus dem Filtrat wurde im Vakuum der Essigather ent- 
fernt, wobei zum Schluf8 lebhaftes Schéiumen auftrat, und der 
Riickstand mit 1 Liter Alkohol absol. verriihrt. Dabei blieb 
ein halbfester, gelbbrauner K6rper (B) ungelést. Seine Menge 
betrug etwa 5g, er enthielt N und P, wurde aber vorlaufig 
nicht weiter untersucht. 

Das alkoholische Filtrat vom K6érper B wurde wieder 
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im Vakuum eingeengt; sobald auf der Oberfliche der Lésung 
die Abscheidung von Krystallen zu beobachten war, wurde 
das Vakuum abgestellt, die L6sung erkalten lassen, die Krystalle 
abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und sodann im Vakuum 
weiter eingedampft. Neue Krystallabscheidungen wurden in 
gleicher Weise gewonnen. 

Die gewonnenen Krystallmassen wogen rein 12 ¢. Sie 
zeigten unter dem Mikroskop die Krystallform des Choleste- 
rins, gaben die Reaktionen von Salkowski und von Lieber- 
mann. Fp. 139/141° C. 

Der Riickstand des eingedampften alkoholischen Filtrats 
wurde nun mit Methylalkohol versetzt, wobei die gleiche 
Erscheinung auftrat, die oben bei Gewinnung des Koérpers A 
mittels Essigather geschildert wurde: Erst glatte L6sung, dann Auf- 
treten einer Triibung. So wurde eine braune, halbfeste Masse (C) 
gewonnen, die von vereinzelten Krystallen durchsetzt war. 

Das nach Absaugen von C erhaltene methylalkoholische 
Filtrat wird wieder im Vakuum eingedampft; der Riickstand 
(etwa 90 g) stellt eine halbfeste, braune, in Ather, Alkohol, 
Toluol vollig lésliche Masse dar. Sie wird in wenig Ather 
gelst und die Lésung mit Aceton versetzt, solange Triibung 
entsteht. Es fallt ein in Aceton unléslicher Korper aus (D,, 20). 
Nach Entfernung von Ather und Aceton aus dem Filtrat blieben 
70 g eines in Aceton léslichen Riickstandes (D,). 


Korper A. 


Dieser wie gesagt durch Essigither aus dem Riickstand 
des Atherextrakts gefillte Kérper betrug 5,7 g. Es wurde ge- 
funden, daf er sich aus heifem Essigither umkrystallisieren 
laBt, wodurch er als rein weifes, undeutlich krystallinisches 
Pulver gewonnen wird. Bei 120° C. fangt die Substanz an, 
zusammenzusintern, farbt sich langsam etwas bréunlich und 
schmilzt schlieBlich bei 177/179° C. zu einer braunen Fliissig- 
keit. Dieser Fp. wurde auch nach mehrfachem Umkrystalli- 
sleren wieder erhalten. 

Zur Elementaranalyse des neuen Phosphatids wurde ein 


vielfach aus Essigiither umkrystallisiertes Produkt verwendet: 
5* 
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Phosphorbestimmung (Neumann): 

0,4102 g Substanz = 23,55 ccm 2/-NaOH = 3,18°%/o P. 
Stickstoffbestimmung (Kjeldahl): 

0,5246 g Substanz = 12,8 ccm ®/10-H,SO, = 3,42°%o N. 
Verbrennung: 
0,1357 g Subst. = 0,1108 g H,O u. 0,3131 g CO, = 11,04%o H; 62,92%o C. 
0.1523 » m = 0,1464 > » » 03510 > » = 10,76°%o » 62,86%0 » 
Die prozentische Zusammensetzung ist also: 

62,890 C, 10,90°/o H, 3,42°%o N, 3,18°%o P, 19,61 %/o O. 

Daraus laBt sich unter Vorbehalt folgende empirische Formel 

ableiten: C;,H,),N,P0,,. Es handelt sich also wahrscheinlich um 
ein Diaminomonophosphatid.!) Die chemischen Ejigen- 


schaften der Substanz laden zu einer eingehenden Untersuchung ein. 
Fillung C. 

Die durch Methylalkohol erzielte Fallung C wog etwa 35¢; 
sie stellte eine braune, halbfeste, mit Krystallen durchsetzte 
Masse dar. Durch Behandlung mit Aceton bei gewohnlicher 
Temperatur konnten diese Krystalle isoliert, gelést und nach 
einigen Reinigungsprozeduren aus heifem Alkohol rein gewonnen 
werden. Sie zeigten alle Eigenschaften des Cholesterins. 

Die vom Cholesterin befreite Fallung wurde nunmehr in 
heiBem Aceton gelést und in der Kalte wieder ausfallen ge- 
lassen, dann mehrmals in Ather gelést und mit Aceton gefillt, 
bis schlieBlich eine braune Masse resultierte, die im Vakuum- 
exsikkator fest und spréde wurde. In dieser pulverisierten 
Form erhielten wir schlieBlich nur 2,5 g. 


Analyse: 

1. Phosphorbestimmung (Neumann): 
0,1430 g Substanz = 7,85 ccm /2-NaOH = 3,04°/o P. 
0,1716 » > == 960 » > = 3,09°o » 


2. Stickstoffbestimmung (Kjeldahl): 
0,2571 g Substanz = 5,35 ccm /10-H,SO, = 2,91°/o N. 
3. Verbrennung: 
0,1657 g Subst. = 0,1356 g H,O und 0,3763 g CO, = 9,16°/o H, 61,94°/o ©. 
Die prozentische Zusammensetzung ist also: 
C = 61,490, H = 9,16, N = 2,91%, P = 3,07 %/o, O = 22,92°%o. 


‘) Anm. bei der Korrektur: Ganz iiberraschend wiirde fiir die Ana- 
lyse auch die Formel C,,,H,.,N;,P,0,; stimmen, welche 62,4°/o C, 11°/o H, 
3,5°0 N, 3,1°/o P und 20°o O verlangt. 
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Daraus wirde sich die empirische Formel eines zweiten 
Diaminomonophosphatids berechnen: C,,H,,N,PO,,. Die 


4 ziemlich weitgehende Ahnlichkeit mit der oben abgeleiteten 
y Formel des krystallisierten Diaminomonophosphatids A 
a legt aber die MOglichkeit nahe, daf es sich um ein Oxydations- 
F produkt des Phosphatids A handelt. 
: Acetonfallung D,. 
Die in iitherischer Lésung mit Aceton erzielte Fallung D, 
‘ (s. 0.) im Gewichte von 20 g wurde mit wenig Ather gelist, 
| von einer kleinen Menge eines weifen Korpers abfiltriert, der 
| Ather verdunstet, Riickstand in ziemlich viel Alkohol gelist, 
4 von sehr geringer Triibung nach Absitzen abgegossen, das 
: alkoholische Filtrat im Vakuum eingedampft und im Vakuum- 
: exsikkator getrocknet. Beim Trocknen wurde eine geringe Ge- 
wichtszunahme, wohl als Folge von Autoxydation, beobachtet. 
Analyse von D,: 
1. Phosphorbestimmung (Neumann): 
0,3162 g Substanz = 17,85 ccm 4/s-NaOH = 3,13°/o P 
: 03166 > » = 17,85 » > = = 38,12% » 
4 2. Stickstoffbestimmung (Kjeldah]): 
o 0,5605 g Substanz = 9,3 ccm 2/10-H,SO, = 2,32°%o N 
e 0,6425 >» > = 10,5 >» > = 2,27°o » 
‘4 3. Verbrennung: 
i 0,1753 g Subst. = 0,1575 g H,O u. 0,4215 g CO, == 10,06°/o H, 65,580 C. 
ty Die prozentische Zusammensetzung des Phosphatids ist demnach: 
ie C = 65,58°Jo, H = 10,06°Jo, N %Jo 2,30%o, P = 3,125°/o, O = 18,9%p. 
Das Verhiiltnis N:P berechnet sich auf 1,64:1. Diese 


Relation zeigt, daB der analysierte K6érper nicht einheitlich war. 
Tatsichlich zeigte sich bei der Verseifung, dai in dem Unver- 
seifbaren eine nicht unbetrachtliche Menge Cholesterin ent- 
2 halten war, welche natiirlich die Zahlen fiir den Kohlenstoff 
erhoéhte, waihrend die Zahlen fiir N und P etwas zu niedrig sind. 

Verseifung von D,: 4g wurden in 150 ccm gesattigter 
Barytlésung suspendiert und mehrere Stunden am Riickflub- 
kiihler gekocht. In die heife Lésung wurde CO, eingeleitet 
und nach dem Erkalten filtriert. Das Filtrat wurde auf dem 
Wasserbade zur Trockene gebracht, der Riickstand mit abso- 
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lutem Alkohol ausgezogen und die alkoholische Loésung ver- 
dunstet. Es blieben 0,6258 g eines gelb-braunen, basisch 
riechenden, dicken Oles zuriick. Ein aus diesem O01 erhaltenes 
Platindoppelsalz enthielt 30,3°/o Pt (Cholin fordert 31,63 °/o). 
In dem alkoholunléslichen Teil des Riickstandes wurde nach 
vorangehender Oxydation Phosphorséure mit Ammoniummolyb- 
dat nachgewiesen; ferner trat beim Erhitzen mit geschmol- 
zenem NaHSO, deutlicher Geruch nach Acrolein auf, die Diimpfe 
schwiarzten mit Ammon-Silbernitrat getriinktes Papier und farbten 
mit fuchsinschwefliger Séure getrinktes Papier sch6n blauviolett. 

Damit ist der Nachweis von Glycerinphosphorsdure 
erbracht. 

Der Barytniederschlag wurde in einem Kolben gespiilt, 
angesiiuert und mit Ather erschépft. Der gesamte Atherextrakt 
wog 2,5492 g. Er wurde wieder in Ather gelést und mit ver- 
diinnter Natronlauge geschiittelt. So lieben sich 0,2993 g Chole- 
sterin gewinnen, wahrend aus der Seifenlésung nach Ansauern 
mit Ather 2,2265 g Fettsiiuren ausgezogen wurden. 

Die Trennung der Fettsiiuren erfolgte tiber die Bleisalze 
mit Hilfe von Benzol nach der tiblichen Methode. Aus 2,0275 g 
Fettsiiuren wurden erhalten: 

1. gesattigte Fettsdiuren 0,461 = 22,7°/o, Fp. 55°, was 
einem Gemisch aus 30°/o Stearinsiure und 70°/o Palmitinsiure 
entspricht ; 

2.an ungesattigten Siéiuren 1,566 g = 77,2°/o. Dunkles, 
ziemlich leicht fliissiges Ol. Jodzahl 97 (Oleinsiure 89,96). 
Mit Rohrzucker und H,SO, rot-violette Farbung. 

Es sind also bei der Verseifung in 3,7 g (nach Abzug des 
Cholesterins) gefunden: 0,6258 g Base (Cholin?); 2,2265 g Fett- 
siuren, 0,84 g Glycerinphosphorsaure. 


Der in Aceton unloésliche Rickstand D,. 


Diese 70 g betragende Masse (s. 0.) war in Alkohol, Ather, 
Methylalkohol, Benzol glatt léslich. Bei langerem Stehen schieden 
sich aus der Lésung der dickfliissigen braunen Masse einige 
wenige Krystalle ab (Cholesterin). 

Da eine befriedigende weitere Reinigung des Edukts nicht 
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durchgefiihrt werden konnte, begniigten wir uns einstweilen mit 
der Verseifung: 

6,5 g wurden in 40 cem 90°/oigem Alkohol gelést, mit 
8 g Ba(OH), in 100 ccm Wasser versetzt und 9 Stunden am 
RiickfluBkiihler gekocht. Dann wird mit heifem Wasser ver- 
diinnt, CO, eingeleitet, vom Barytniederschlag abfiltriert. 

Das wisserig-alkoholische Filtrat wird zur Trockne ge- 
bracht und mit absolutem Alkohol ausgezogen. Es hinterblieben 
nach Verdunsten des Alkohols 0,7 g eines briiunlichen Oles. 
Daraus dargestelltes Platindoppelsalz enthalt 31,27°/o Pt (Cholin 
31,63°/o), es ist in Wasser leicht léslich. — Im Riickstand des 
Alkoholauszuges konnten mit den gleichen Methoden wie oben 
Phosphorsaéure und Glycerin nachgewiesen werden. — Der auf 
dem Filter befindliche Barytniederschlag wurde in einen Kolben 
gespritzt, angesduert und mit Ather extrahiert. Gewicht dieses 
Atherextrakts 0,8286 g. 

Da im Verseifungskolben braune, anscheinend unverseifte 
Massen zuriickgeblieben waren, wurden dieselben im gleichen 
Kolben in alkoholische Lésung gebracht und mit tiberschiissigem 
Na-Athylat 2 Stunden gekocht. Dann wird auch hier wie oben 
verfahren und so noch 4,4022 g Atherextrakt gewonnen. 

Beide Atherextrakte (5,2308 g) werden vereinigt in ithe- 
rischer Lésung mit 40 cem N-NaOH und Wasser geschiittelt, 
die alkalisch-wasserige LO6sung abgetrennt, angesiiuert und mit 
Ather extrahiert. Es resultieren 3,3570 g eines braun gefarbten 
halbfesten Edukts. 

Im Ather waren enthalten 1,7872 g einer halbfesten gelb- 
lichen Masse. Sie erschien noch nicht vollig verseift und wurde 
deshalb nochmals mit Na-Athylat gekocht. 

SchlieBlich blieben 0,8437 g unverseift; tiberwiegend 
drusenférmig gruppierte Krystalle neben etwas hellgelber halb- 
fester Masse. Die Krystalle erwiesen sich als Cholesterin. 

Die auferordentlich schwere Verseifbarkeit wie der Um- 
stand, dai das Ausgangsmaterial in kaltem Alkohol léslich war, 
machen es wahrscheinlich, da8 das Cholesterin in Form von 
Estern vorhanden war. Die Frage soll spiiter mit der Digi- 
toninmethode von Windaus genauer gepriift werden. 
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Das Gesamtiatherextrakt (5,2308 g) enthielt demnach: 

(0,8575 +- 3,3570) = 4,2145 g Fettséuren und 0,8437 g 
Unverseifbares. Die Trennung der Fettséuren in gesiittigte und 
ungesittigte erfolgte auch hier tiber die Bleisalze mittels Benzol. 

Es wurden in 4,21 g gefunden: 

0,68 g gesittigte Fettsiuren. Fp. 55° C.; also auch hier 
30°/o Stearinséure und 70°/o Palmitinsdéure; 

3,5 g ungesiittigte Fettsiéuren, Jodzahl 84,1 (Olsiure 89,96). 

Mit Rohrzucker und H,SO, rot-violette Farbung. 

Insgesamt ergab der Atherextrakt 16,6°/o Unverseifbares 
und 83,4°/o Fettséuren, und zwar 83,3°/o ungesiéttigte neben 
16,7°/o gesattigten. 


Der II. alkoholische Auszug. 


Uber diesen ist vorliufig leider nur wenig zu berichten, 
weil es — mit einer Ausnahme — nicht gelang, aus ihm ge- 
niigend definierte KOrper darzustellen. 

Aus den heifen alkoholischen Ausziigen, die aus den in 
Ather unldslichen Riickstinden des I. alkoholischen und des 
I. atherischen Auszuges hergestellt wurden, schied sich beim 
Erkalten eine braéunliche feste Substanz (A) ab, von der ab- 
filtriert wurde (alkohol. Filtrat B). Beim Einengen des letzteren 
im Vakuum bei 50—60° fielen drusenférmig gruppierte feine 
Krystallnadeln aus (Koérper C), von denen wieder abfiltriert 
wurde (alkohol. Filtrat C). 

Die feste Substanz A ging beim Kochen mit 80°/oigem 
Alkohol zum groften Teil in L6sung; von dem dunkelbraunen 
dickfliissigen Riickstand wurde abfiltriert. Aus der 80°/oigen 
alkoholischen Lésung fallt beim Erkalten ein briunlich gefarbter 
fester KOrper ohne erkennbare Krystallform aus (1,3 g). Er 
enthilt 10,67°/o N und gibt beim Erhitzen mit NaOH deutlichen 
Geruch nach Aminbasen. Die alkoholische Mutterlauge enthielt 
noch 1,5 g eines teils festen, teils halbfesten Ritickstandes. 
Der Korper C, 1,2 g, ist schwer ldslich in Aceton, Essigester, 
Alkohol, leichter in Methylalkohol, leicht in Wasser. Aus 
80°/oigem Alkohol umkrystallisiert prisentiert es sich als rein 
weife, fein krystallinische Drusen. Er ist P-frei (Veraschung 

















Untersuchungen iiber das Hautsekret der Fische. I. 13 


nach Neumann), aber N-haltig (Lassaigne). Die wisserige 
Lisung reagiert gegen Lackmoid schwach basisch. 

Zur Molekulargewishtsbestimmung wurden 0,0538 g_ in 
4.1686 g Wasser gelést. A: 1. — 0,255° C.; 2. —- 0,260° C.; 
3. — 0,260° C. 

0,0538 - 100 


M = 18). - = 92. 
l= 18,9 - 56-4. 1686 


Verbrennung: 
0,070 g Subst. = 0,1256 g CO,; 0,0523 g H,O = 48,930 C, 8,36 °%o H. 
N-Bestimmung (Kjeldahl): 
0,1579 ¢ = 11,00 cem 4/10-H,SO, = 10,3°/o N. 

Demnach: CG = 48,93°o, H = 8,36%o, N == 10,3°0, O = 32,41°%/o. 

Die Analyse stimmt annahernd zu der empirischen Formel 
C.H,,NO, oder C,H,,NO,. Die Base soll an neuem Material 
genauer untersucht werden. Betain scheint es nicht zu sein. 
Das alkoholische Filtrat C konnte durch Ather in mehrere 
Fraktionen aufgeteilt werden, welche stark phosphorhaltige, 
N-haltige, nach Fleischextrakt riechende Substanzen enthielten. 

Der nach Herstellung des II. atherischen und II. alkoho- 
lischen Auszuges verbleibende Riickstand war, wie oben schon 
gesagt, mit Ausnahme von etwas darin enthaltenem Eiweili, 
in Wasser glatt ldslich. Die braune, zuerst fadenziehende, all- 
mihlich spré6de werdende Masse gibt beim trocknen Erhitzen 
Pyrrolreaktion, enthalt 7,48°/o N und 1,47°%/o P. Mit Alkali 
erhitzt gibt sie NH, ab; Amingeruch. Beim Ansduern der alka- 
lischen Lésung Geruch nach H,S. 

Durch sehr viel Methylalkohol lief sich eine Substanz 
ausziehen, die nach mehrfachem Lésen in heifiem Methylalkohol 
und Ausfallen in der Kialte sich als ein hellgelber, erst zéher, 
dann fest und pulverisierter werdender Ko6rper darstellte. Das 
Pulver ist leicht léslich in Wasser, ziemlich schwer in Methyl- 
alkohol, fast unléslich in Athylalkohol und Aceton. Die Ele- 
mentaranalyse ergab: 9,94°/o N; 0,95°/o P; 38,77 °/o C: 6,58 °/o H. 
Der Schwefel wurde nicht bestimmt. Einige Gramm des wasser- 
léslichen Rohprodukts wurden dialysiert. Nach 48 Stunden 
waren in das mehrfach erneuerte Wasser 40 °/o durchdialysiert; 
der Riickstand dieses Dialysats war reicher an Phosphor (1,67°/0) 
und adrmer an Stickstoff (6,95) als das dialysierte Rohprodukt. 
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So unvollstiandig die vorliegende Untersuchung naturgemif 
noch ist, so wird doch durch sie die in der Einleitung er- 
wihnte Liicke in der vergleichenden Biochemie einstweilen be- 
friedigend ausgefiillt. Es ergibt sich, daB der Aalschleim etwa 
12°/o Trockensubstanz enthalt, wovon etwa 9°/o (also der 
Hauptanteil) auf einen dem Nucleoalbumin der Schnecken- 
leber iihnlichen Eiwei®korper entfallen. Der Rest an orga- 
nischer Substanz stellt wesentlich ein Gemisch von Lipoiden 
dar, unter denen nachgewiesen wurden: 1. Cholesterin, 
wahrscheinlich als Ester an Fettsiuren gebunden, 2. ein kry- 
stallisierendes Diaminomonophosphatid C,,H,),.N,PO,,, 3. 
ein festes Diaminophosphatid C,,H,,N,PO,,, 4. dem Typus der 
Lecithine entsprechende Phosphatide. Ferner fand sich eine 
betainahnliche Base neben phosphorhaltigen Abbauproduk- 
ten des Eiweibes. 

Die Untersuchung wird fortgesetzt. 














Uber die Bestimmung des Glykogens in der Hefe. 
Von 


E. Salkowski. 





(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Juni 1914.) 


Durch die kiirzlich erschienene Arbeit von Hans Euler:') 
«Uber die Rolle des Glykogens bei der Giirung durch lebende 
Hefe» bin ich auf eine Methode zur Bestimmung des Glykogens 
in der Hefe von Schénfeld und Krampf aufmerksam ge- 
worden, die mir bisher entgangen war. Diese Methode ist 
nach dem Chem. Zentralbl. 1911, 1, 5S. 1603 bezw. 1604?) im 
wesentlichen in Anlehnung an das Pfliigersche Verfahren 
folgende: 10 g Hefe werden mit 20 ccm 60°/oige Kalilauge 
3 Stunden im siedenden Wasserbad in einem Kélbchen erhitzt, 
der Kolbeninhalt mit 40 ccm Wasser in ein Becherglas ge- 
spilt, 160 ccm 96°/oiger Alkohol hinzugegossen und tiber Nacht 
stehen gelassen. Die klare Fliissigkeit wird durch ein quan- 
titatives Filter filtriert,*) der Niederschlag mit 66°/oigem Alkohol 
gewaschen, die Fliissigkeit nach dem Absitzenlassen wieder 
dekantiert usw., bis das Filtrat farblos ist. Zuletzt wird zwei- 
mal mit absolutem Alkohol und zweimal mit Ather gewaschen. 
Dann lést man den Niederschlag in kochendem Wasser, filtriert 
durch Glaswolle, neutralisiert vorsichtig mit Salzsiéure, bis 
Flocken ausfallen, fiillt auf 400 cem auf und filtriert. 200 cem 
des Filtrats versetzt man mit 10 ccm Salzsaure von 1,19 D‘) 
und invertiert durch 3stiindiges Erhitzen im Wasserbad usw. 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 89, S. 337 (1914). 

*) Das Original in der Wochenschrift fiir Brauerei ist mir nicht 
zuganglich. 

*) Der Zweck dieser Operation ist nicht recht ersichtlich, da von 
einer Benutzung des auf dem Filter Gesammelten nachher nicht die Rede ist. 

*) Also Gehalt der Fliissigkeit an HCl = ca 2,5°o. 
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In Gemeinschaft mit Kiinzel ist Sch6nfeld noch ein- 
mal auf das Verfahren zuriickgekommen. Soweit sich aus dem 
Referat im Chem. Zentralbl, 1914, 1, 5. 578 ersehen laBt,!) ist 
das Verfahren ganz dasselbe, nur die Mengenverhiltnisse etwas 
andere. 

Euler hat bei seinen Glykogenbestimmungen in der Hefe 
das erstere Verfahren?) mit kleinen Modifikationen befolgt. 
Euler sagt von demselben: 

«Die Glykogenbestimmung in der Hefe ist in neuester 
Zeit von Schonfeld und Krampf in ausgezeichneter Weise 
ausgearbeitet worden auf Grund der Pfliigerschen Methode. 
Das Verfahren dieser Forscher ist zweifellos fiir Hefeunter- 
suchung das genaueste und geeignetste. » 

Diesem Urteil kann ich allerdings durchaus nicht bei- 
stimmen; ich wiirde in dem Verfahren, selbst wenn es richtig 
wiire — was es leider nicht ist —, nur eine einfache Uber- 
tragung des Pfliigerschen Verfahrens von der Leber bezw. 
anderen tierischen Organen auf die Hefe sehen, ohne Beriick- 
sichtigung der etwa in der Natur des Untersuchungsmaterials 
liegenden Besonderheiten. Daf die Verfasser dies unbegreil- 
licherweise unterlassen haben, ist fiir das Verfahren ver- 
hiingnisvoll geworden. Ubrigens wiiBte ich nicht, da® man 
unter Methoden zur Glykogenbestimmung in der Hefe die Aus- 
wahl hitte. Mir ist wenigstens nur noch das mehr indirekte 
Verfahren von Buchner und Mitscherlich) bekannt, bei 
welchem aus dem Fehlen der Selbstgérung der noch girungs- 
tiichtigen Hefe auf die Abwesenheit von Glykogen in der- 
selben geschlossen wird, bezw. aus der Verminderung der 
Selbstgérung auf Abnahme des Glykogens. Allerdings mdgen 
in der betreffenden Fachliteratur, die mir naturgemaf ferner 
liegt, noch Anniherungsverfahren beschrieben sein. 


') Das Referat ist nicht ganz so ausfiihrlich wie das tiber die 
erste Mitteilung. Das Orig., Zeitschr. fiir Brauerei, Bd. 31, war mir nicht 
zuganglich. 

*) In seiner zweiten Mitteilung in dieser Zeitschrift, Bd. 90, 5. 359 
(1914), erwahnt Euler auch die Publikation von Schinfeld und Kinzel, 
vermutlich ist ihm diese erst spiter zur Kenntnis gelangt. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 42, S. 554. 
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Die Modifikationen, die Euler bei dem Verfahren von Schinfeld 
und Krampf angebracht hat, sind folgende: 

1. Euler nimmt auf 10 g Hefe nicht 20 ccm 60°/oige Kalilauge, ') 
sondern 30 ccm, was augenscheinlich zweckmifiig und von mir auch 
befolgt ist. 

2, E. hat, wie es scheint, nicht die wisserige Lisung des Alkohol- 
niederschlages auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt, filtriert und von 
dem Filtrat einen aliquoten Teil zur Hydrolyse verwendet, sondern erst 
filtriert, dann auf ein bestimmtes Volumen gebracht, wenigstens scheint 
mir das aus dem Wortlaut: «das reine Glykogen wird in heiffem Wasser 
gelist, filtriert und die Lésung mit Salzsaure neutralisiert. Nachdem 
man die Lésung auf ein bestimmtes Volumen gebracht hat, versetzt man 
etwa */:1o von der Lésung mit starker Salzséiure usw.» hervorzugehen. 
Da beim Filtrieren notwendig ein Teil verloren geht, so wiirde dieses 
Vorgehen einen Fehler bedingen, wenn man nicht annehmen will, daf 
bei der ersten Filtration nachgewaschen ist, was freilich einigermafen 
genau nicht mdglich ist, ohne das Volumen in unzulissiger Weise zu 
vergrofern, auch von Euler nicht erwihnt ist. Ganz klar geht iibrigens 
aus dem Wortlaut der Beschreibung von Schénfeld und Krampf — 
wenigstens in dem Referat im Zentralblatt — auch nicht hervor, daf 
sie diesen Fehler vermieden haben. Schénfeld und Krampf haben 
iibrigens nach dem Neutralisieren mit Salzséure nochmals filtriert, bei 
Euler ist hiervon nichts erwahnt. Bei meinen Nachpriifungen bin ich 
anfangs ebenso verfahren wie Euler, um ja nicht einer Abweichung 
bezichtigt zu werden. Auferdem konnte ich so verfahren, da es mir 
nicht auf genaue Bestimmungen, sondern auf Priifung des Prinzips ankam. 

Es ist nun héchst auffallend, daB keiner der genannten 
Autoren, weder Schonfeld und Krampf, noch Kiinzel, noch 
auch Euler dabei das Hefegummi beriicksichtigt hat. Das Hefe- 
gummi wird durch Kalilauge aus der Hefe ausgezogen, durch 
Alkohol aus der Losung gefillt, ist in Wasser léslich und wird 
durch Salzséure hydrolysiert (in ein Gemisch von Mannose und 
Dextrose tibergefiihrt), verhalt sich also bei der schlieblichen 
Bestimmung des Reduktionsvermégens ganz so wie das so- 
genannte Hefeglykogen. Das Verfahren wire also nur dann 
nicht von vornherein unrichtig, wenn das Hefegummi durch 
3stiindiges Erhitzen mit 60°/oiger Kalilauge zerstért wird. 
Das haben die Autoren nicht geprift, und um diese Frage 
handelte es sich bei meinen Versuchen in erster Linie. Zum 


') Hierunter verstehe ich eine Lésung von 60 g KOH, aufgefiillt zu 
einem Volumen von 100 ccm. 
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Nachweis des Hefegummis bediente ich mich des Verfahrens 
der Ausfillung mit Fehlingscher Loésung + Natronlauge, das 
ich friher angegeben') und bei der Untersuchung tiber die 
Natur des Invertins®) genau beschrieben habe. Ich berichte 
zunichst tiber diese Versuche. Als Material benutzte ich einer- 
seits amylumfreie Prefhefe des Handels, anderseits 2 Hefen 
aus dem hiesigen Institut ftir Gaérungsgewerbe. 


Versuch | (Prebhefe). 


10 g PrefBhefe wurden 3 Stunden mit 30 ccm 60°/oiger 
Kalilauge im Wasserbad (in dieses versenkt) erhitzt, dann so 
verfahren, wie Schénfeld und Krampf bezw. Euler angeben. 
Zu der filtrierten alkalisierten Losung*) des durch Alkohol 
erhaltenen Niederschlags wurden 25—30 ccm Fehlingsche 
Lisung hinzugesetzt und in einem Becherglas im Wasserbad 
erhitzt. Es setzte sich bald ein zusammenhangender Nieder- 
schlag der Gummikupferverbindung ab, von dem sich die 
Fliissigkeit, abgesehen von einigen minimalen Fléckchen, ab- 
gieBen lie}. Der zuriickbleibende Niederschlag wurde einmal 
mit wenig Wasser abgespiilt, das zur Hauptmenge des Abge- 
gossenen gelangte, dann durch Aufgiefen einiger Tropfen 
Salzsdéure gelést und durch Alkohol gefallt. Der Niederschlag 
wurde am nachsten Tage unter Vermeidung der an den Wanden 
des Becherglases befindlichen Chlorkaliumkrystalle auf einem 
gewogenen Filter abfiltriert, mit Alkohol, dann mit absolutem 
Alkohol und Ather gewaschen, bei 115° getrocknet. Es wurden 
0,342 g Gummi = 3,42°/o der frischen Hefe als lockeres 
schneeweifbes Pulver erhalten. Eine minimale Quantitaét des- 
selben zeigte das typische Verhalten zu Fehlingscher Lésung 
+. Natronlauge, gab anderseits mit Essigséure angesauert ab- 
solut keine Jodreaktion. 





‘) Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 27, S. 499 (1894). Die 
Fallbarkeit des Gummis durch Fehlingsche Lésung haben Naegeli und 
Loew schon beobachtet. Liebigs Annalen, Bd. 193, S. 322 (1878). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 31, S. 309 (1900/1901). 

8) Der Riickstand auf dem Filter wurde gewaschen, abgespritzt und 
unter Wasser aufbewahrt. 
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Da die entfernte Moglichkeit vorlag, dai die Gegenwart 
yon Gummi die Jodreaktion st6rt, wurde der Rest des erhaltenen 
Gummis = 0,300 g und 0,015 g Leberglykogen zu 10 ccm 
gelést.!) Die opalescente Lésung gab starke Jodreaktion; auch 
nach Sfacher Verdiinnung war diese noch sehr deutlich. 


Versuch II (Prefbhefe}. 


Zu dem Versuch diente dieselbe Hefe, die inzwischen 
vor Verdunstung geschiitzt, 2 Tage lang im Eisschrank auf- 
bewahrt war. Die Verarbeitung war dieselbe, nur mit dem 
Unterschied, dai das Erhitzen im Wasserbad statt 3 Stunden 
4 Stunden dauerte. Es wurden erhalten 0,345 g Gummi, wie 
stets als schneeweifies lockeres Pulver. Da die Méglichkeit 
einer Verunreinigung mit Chlorkalium vorlag, wurde es ver- 
ascht. Die Asche betrug 0,021 g, das Reingummi also 0,324 g 
= 3,24°/o der frischen Hefe. 2) 


Versuch III (Prefhefe). 


Um zu sehen, ob vielleicht doch bei dem langdauernden 
Erhitzen mit 60°/oiger Kalilauge Gummi zerstért wird, wurde 
ein vergleichender Versuch mit derselben Hefe unter Anwendung 
schwicherer Lauge angestellt. 20 g derselben PreBhefe wurden 
so bearbeitet, wie ich es in einem Versuch beschrieben 
habe, der eine besonders grofe Ausbeute an Hefegummi er- 
geben hatte,*) namlich mit 360 g Wasser und 40 ccm Natron- 
lauge von 1,34 D einige Zeit gekocht, nach dem Erkalten auf 
500 cem aufgefiillt, am nachsten Tage die tiber dem Nieder- 
schlag stehende Fliissigkeit abgehebert und filtriert. 200 cem 
des alkalischen Filtrats gaben 0,2757 Gummi = 3,45°/o. Die 





‘) Das Hefegummi léste sich, da es zum Zweck der quantitativen 
Bestimmung auf 115° erhitzt war, nicht vollstandig. 

*) In diesen beiden Versuchen wurde der Alkohol von der Fillung 
der alkalischen Hefelésung verdunstet und der Riickstand mit negativem 
Resultat auf Zucker untersucht. Der Riickstand bestand im wesentlichen 


aus Seifen. 
8) Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 470. 
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Quantitaét des Gummis ist somit bei diesem schonenden Ver- 
fahren nicht merklich héher gefunden, als bei dem 3stiindigen 
Erhitzen mit 60°/oiger Kalilauge. Es wird dabei also kein 
Gummi zerstort. 

Versuch IV (Hefe U des Instituts fiir Garungsgewerbe). 

10 g in derselben Weise behandelt, jedoch die Lisung des 
Alkoholniederschlages auf 200 ccm gebracht, filtriert. 150 ccm 
des Filtrats geben 0,100 g Gummi = 1,33 °/o. 

Versuch V, Hefe R XII desselben Instituts. !) 

Die Lésung des Alkoholniederschlages auf 100 cem ge- 
bracht, filtriert. 80 cem geben 0,253 g Gummi = 3,163°/c. 

Ich méchte hier eine Bemerkung iiber die Quantitét des aus Pref- 
hefe von durchschnittlich 28—29°/o Trockengehalt erhaltenen Gummis 
einschalten. In der erwiihnten Mitteilung in den Berichten d. Deutsch. 
chem. Ges. gab ich die Quantitét desselben auf 2°/o an, dagegen ergab 
der in Bd. 69, S. 470, beschriebene Versuch 5,39°/o. Bei der Verarbeitung 
der grofhen Quantitét Hefe, auf welche sich die erste Angabe bezieht, 
kénnte man vermuten, dafs die Extraktion des Gummis vielleicht nicht 
ganz vollstiindig war. Die jetzt vorliegenden Versuche mit 10 resp. 20 g 
Hefe zeigen indessen, dafs die Quantitét des Gummis sehr wechselnd ist. 

Das angebliche Glykogen besteht also zu einem grofen 
Teil aus Hefegummi und muf bei dem weiteren Gang der 
Analyse als Glykogen erscheinen, falls Hefegummi bei drei- 
stiindigem Erhitzen im Wasserbad mit verdiinnter Salzsdéure 
von ca. 2,2°/o HCl, wie es Pfliiger fiir das Glykogen vor- 
schreibt, hydrolysiert wird. 

Es fragte sich nun, ob das in der Tat der Fall ist. Hieriiber 
wurden folgende Versuche angestellt. 

1. 0,3370 g lufttrockenes Hefegummi aus frischer Brauerei- 
hefe, noch von meinen friiheren Versuchen tiber die Kohlen- 
hydrate der Hefe stammend, wurden im Becherglischen in 
92 ccm Wasser unter Erwiirmen gelodst.?) Die LOsung war 
absolut klar und farblos. Nach Zusatz von 8 ccm Salzsaure 


') Diese beiden Hefen konnten aus duferen Griinden nicht sofort 
verarbeitet werden, sondern erst nach etwa 14tagiger Aufbewahrung in 
fest verschlossenen Blechbiichsen in einem Kiihlraum, dessen Temperatur 
konstant -+ 2° ist. 

*) Das Gummi wurde auf das Wasser aufgestreut. 











aie a 














CR. no oe 





Uber die Bestimmung des Glykogens in der Hefe. 81 


von 1,126 D wurde das Bechergliischen in ein heifes Wasser- 
bad versenkt und mit aufgelegtem Uhrglas 3 Stunden erhitzt, 
das Wasser dabei in starkem Sieden erhalten. Die Lésung 
hatte nach dieser Zeit einen kaum bemerkbaren gelblichen Ton 
angenommen, ihr Volumen etwas abgenommen. Sie wurde in 
ein MeBikélbchen von 100 cem gebracht und mit dem Spiil- 
wasser des MefkOlbchens (einigemal gespiilt) auf 100 cem auf- 
gefillt, gut durchgemischt, eine abgenommene Probe auf Gummi 
gepruft (Natronlauge +- Fehlingsche Lisung): es war keins 
nachweisbar. 

a) 25 ccm der Lésung wurden mit Na,CO, neutralisiert, 
mit 60 ccm Fehlingscher Lésung und ebensoviel Wasser 2 bis 
3 Minuten in gelindem Sieden erhalten, das Cu,O auf einem 
gewogenen Filter gesammelt. Erhalten: 0,163 Cu,O = 0,1447 
Cu = 0,0739 g Glukose. 

b) 25 ccm ebenso behandelt. Erhalten: 0,1634 Cu,O = 
0,1450 Cu = 0,0739 g Glukose. 

Die Ubereinstimmung ist zufiallig eine ganz genaue. Danach 
sind aus 0,3370 g Gummi 0,2956 g Glukose erhalten. 

Es fragt sich nun, wie viel Glukose die angewendete Quan- 
titat Gummi bei vollstandiger Hydrolyse hatte liefern miissen; 
dazu war der H,O-Gehalt des angewendeten Gummis zu be- 
stimmen. 

0,4572 g Gummi verloren bei 115° 0,0622 g H,O, der 
Trockenriickstand betrug also 0,3950, die angewendeten 0,3370 g 
Gummi entsprechen also 0,2911 g Trockengummi. Diese hitten, 
wenn man fiir das Hefegummi die Formel C,,H,,0,,!) zugrunde 


\/ 922 
legt, bei volistiindiger Hydrolyse = _ = = 0,3065 g Glu- 
kose liefern miissen. 

Die Ubereinstimmung ist, wie man sieht, eine sehr nahe. 
Fir das geringe Minus kommt in Betracht, dafi die Mannose, 
die nach den iibereinstimmenden Angaben von Meigen und 





1) Vgl. meine Mitteilung in den Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., 
Bd. 27, S. 499 (1894), sowie Meigen und Spreng, Diese Zeitschrift, Bd. 55, 
S. 48 (1908) und H. Euler und Fodor, Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 338 
(1911). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCII. 6 
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Spreng, mir und Euler und Fodor aus einem Teil des Hefe- 
gummis entsteht, nach den Untersuchungen von Herzog und 
Horth!) ein etwas geringeres Reduktionsvermégen hat als 


die Glukose. 
2. 0,3514 g lufttrockenes Gummi aus PreBhefe ebenso 


behandelt. 

25 cem geben 0,1746 g Cu,O = 0,1550 g Cu = 0,0791 g 
Glukose X 4 = 0,3164 g Glukose. 

Eine genaue Berechnung glaubte ich entbehren zu kénnen, 
der H,O-Gehalt wurde daher nicht bestimmt. 

Es steht also fest, daB unter den eingehaltenen 
Bedingungen das Hefegummi ebenso wie das Glykogen 
hydrolysiert wird, somit nach der Berechnung aus 
Glukose als Glykogen erscheint, wenn auch unter Zu- 
grundelegung des Faktors von Pfliiger die Quantitaét des 
scheinbaren Glykogens etwas geringer ausfillt. 

Daf bei einem derartigen Fehler die Glykogenbestimmung 
nach den genannten Autoren unbrauchbar ist, liegt auf der Hand. 

Ich komme nun zu der Frage, ob nicht trotzdem viel- 
leicht die Glykogenbestimmung ausftihrbar sei. Man brauchte 
ja nur das alkoholische Dekantat bezw. Filtrat von der Gummi- 
kupferverbindung nach dem Ansiuern mit Salzséiure mit H,S 
zu entkupfern und das vorhandene Glykogen durch Erhitzen 
mit Salzsiure in Glukose tiberzufiihren. 

Dies geschah in Versuch I und II. 

Die vom Gummi abgegossene kupferhaltige alkoholische 
Losung wurde mit Salzsiure angesiuert und das Kupfer durch 
einen starken Strom von H,S, wihrend der Kolben dauernd 
auf dem Wasserbad stand, entfernt. Es gelang leicht, ein 
vollig klares und kupferfreies Filtrat und Waschwasser zu 
erhalten. Filtrat -- Waschwasser wurden konzentriert, die 
Lésung unter Zusatz von 10 cem Salzséure auf 75 ccm gebracht, 
einige Minuten auf dem Drahtnetz in starkem Sieden gehalten,?) 
nach dem Erkalten wieder auf 75 ccm aufgefiillt. 25 ccm gaben 





') Diese Zeitschrift, Bd. 60, S. 154 (1909). 
?) Da es sich nur um orientierende Versuche handelte, hielt ich 


dieses Verfahren fiir ausreichend. 
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in 2 Bestimmungen 0,0885 bezw. 0,0878 g, im Mittel 0,08815 g 
Cu,0 = 0,0786 g = 0,0398 g Glukose * 3 = 0,1194 g. 

Im Versuch Il wurde ebenso verfahren, jedoch die er- 
haltene kupferfreie Lésung neutralisiert, mit 8 cem Salzsiiure 
von 1,126 D auf 100 ccm gebracht und 3 Stunden im Wasser- 
bad erhitzt, nach dem Erhitzen das Volumen von 100 cem 
wieder hergestellt. 

25 ccm gaben 0,0786 bezw. 0,075 g Cu,O, im Mittel 
0,0768 g Cu,0 = 0,0682 g Cu = 0,0348 g Glukose X 4 
= 0,1392 g.*) 

Weitere Versuche in dieser Richtung habe ich unterlassen, 
da mir sehr bald ein Bedenken beziiglich des Prinzips auch 
dieses so abgeinderten Verfahrens aufstieg. Ich habe friher 
angegeben,*) dafi Hefecellulose — darunter verstehe ich den 
von Gummi, Eiweii und Fett usw. befreiten Heferiickstand — 
sich beim Erhitzen mit Wasser bei 2—2!/2 Atm. Druck sich in 
2 Korper spaltet, ein in Wasser losliches, durch Alkohol fillbares 
Kohlenhydrat und ein in Wasser unlésliches. Das erstere gibt in 
wasseriger LOsung intensive Jodreaktion, wie das Glykogen, 
ebenso wie das ja die Hefecellulose selbst auch tut, das un- 
losliche bleibt auf Zusatz von Jodjodkalium ungefirbt. Nach 
diesen Eigenschaften habe ich das erstere Kohlenhydrat Erythro- 
cellulose genannt, das zweite Achroocellulose.*) Sollte diese 
Spaltung nicht auch — wenigstens partiell —- beim Erhitzen 
mit 60°/oiger Kalilauge stattfinden ? 

In dieser Idee hatte ich gleich in Versuch | die bei der 
Filtration der wisserigen Lésung des Alkoholniederschlages 
auf dem Filter gebliebene schleimige Masse bis zum vdlligen 
Verschwinden der alkalischen Reaktion im Filtrat auf dem 
Filter mit Wasser gewaschen. Eine kleine Probe davon im 
Uhrglas mit Jodjodkaliumlésung tibergossen, fiirbte sich leb- 





1) Uber die Ursache der Differenz der an derselben Hefe aus- 
gefiihrten Bestimmungen in Versuch I und II siehe weiter unten. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 27, S. 3325 (1894). 

’) Nach Analogie des Achroodextrins. — Uber das Verhiltnis der 
Erythrocellulose zu dem Dextran von Meigen und Spreng siehe weiter 
unten. 


6* 
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haft braunrot. — Von diesem Niederschlag, der, wie oben bereits 
erwahnt, unter Wasser aufbewahrt war, wurde das tiberstehende 
Wasser soweit abgegossen, daf das Volumen ungefaihr 30 ccm 
betrug, 18 g Kalihydrat hinzugegeben') und die Mischung 
3 Stunden im Wasserbad erhitzt, mit 200 cem Alkohol gefiallt, 
am niéchsten Tage von dem firniBartigen, fest am Glase haften- 
den Niederschlage abgegossen, mit Alkohol und Ather nach- 
gespiilt, der Niederschlag in Wasser gelést, die Lésung zu 
40 ccm ergiinzt, filtriert. Eine kleine Probe wurde mit Essigsaéure 
schwach angesiiuert und mit Jodlésung gepriift: starke Glykogen- 
reaktion. 30 ccm mit 2,5 cem Salzsaure von 1,126 D im K6lbchen 
auf dem Drahtnetz ca. 10 Minuten in schwachem Sieden gehalten, 
dann neutralisiert und mit Fehlingscher Lésung erhitzt. 
Erhalten 0,1776 g Cu,O0Q = 0,1577 g Cu = 0,0807 g 
Glukose X 4/3 = 0,1076 g Glukose. 
Der bei der Filtration der LOsung des Alkoholniederschlages 
erhaltene Riickstand wurde nochmals ebenso behandelt. 
Erhalten 0,0416 g Cu,O0 = 0,036 g Cu = 0,0194 g 
Glukose < 4/3 — 0,0259 g Glukose. 
Im ganzen wurde also in Versuch I aus 10 g kauflicher 
Prebhefe erhalten: 
1. bei dem ersten Erhitzen mit Kalilauge 0,1212 g Glukose 
2. » » zweiten = » » > 0,1076 » » 
3. » » dritten , » » 0,0259 » » 


zusammen 0,2547 g Glukose. 
Dies entspricht unter Zugrundelegung des Pfliiger- 
Nerkingschen Faktors fiir die Umrechnung von Glukose in 
Glykogen (0,927) 0,2361 g Glykogen. Rechnet man hiezu das 
erhaltene Hefegummi, das ja nach dem Verfahren der ge- 
nannten Autoren als Glykogen erscheinen mufte = 0,342 g,?) 


') Das ist zwar nicht genau dasselbe wie das Erhitzen der Hefe 
mit 60°/oiger Kalilauge, aber doch annahernd, soweit es sich eben er- 
reichen laft. 

*) Genau genommen miifte man dieses erst auf Traubenzucker 
umrechnen und aus dieser Zahl durch Multiplikation mit 0,927 das 
Glykogen berechnen. Die Zahl fiir dieses wiirde dann etwas niedriger 
ausfallen; ich hielt es nicht fiir der Miihe wert, diese Umrechnung, die 
nebenher etwas anfechtbar ist, vorzunehmen. 
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so gelangt man zu 0,5786 g scheinbarem Glykogen = 5,78°/o 
der frischen PrefBhefe = ca. 19°/o der Trockenhefe. 

Euler spricht allerdings von einem mittleren Glykogen- 
gehalt der von ihm untersuchten Hefe von 10°/o, doch be- 
zieht sich diese Zahl wohl auf die Trockensubstanz. Eine An- 
gabe dariiber fehlt zwar, doch kann die gleichzeitig mitgeteilte 
Zahl fiir P,O; = 4,1°/o sich nur auf Trockensubstanz beziehen. 
Gleichzeitig heift es an derselben Stelle: «Der Gesamtstickstoff- 
gehalt betrug 61°/o». Es soll vermutlich heifen: der Gesamt- 
gehalt an Stickstoffsubstanz (Stickstoff < 6,25); auch diese 
Zahl zeigt, dai Trockenhefe gemeint ist. ') 

Ich komme also zu dem Resultat, dafi eine Glykogen- 
bestimmung in der Hefe nach dem Verfahren der 
Autoren, auch wenn man das Hefegummi beseitigt, 
unmoglich ist, weil das Glykogen durch Auflésung 
eines Teils der Zellmembran in der heifen Kalilauge 
einen ganz unberechenbaren Zuwachs einer Substanz 
erfihrt, die sich genau wie Glykogen verhilt und als 
solches mitbestimmt wird. 

Sehr instruktiv ist beziiglich der Abhingigkeit des schein- 
baren Glykogens von der Zeitdauer des Erhitzens der Ver- 
such II, der an derselben PreBhefe angestellt ist wie Ver- 
such I. Wahrend in Versuch I bei 3stiindigem Erhitzen mit 
Kalilauge aus 10 g der Hefe 0,1212 g Traubenzucker erhalten 
wurde, betrug dieser Wert beim Versuch II bei 4stiindigem 
Erhitzen 0,1411, es war eben mehr von der Zellmembran in 
Losung gegangen. 

Um aber jeden Zweifel an der Richtigkeit meiner Deutung 
auszuschliefen, stellte ich folgenden Versuch an: 

1 g lufttrockene, von meinen friiheren Versuchen iiber 
die Kohlenhydrate der Hefe herrtihrende Hefecellulose (was 
ich darunter verstehe, habe ich oben angegeben) wurde 3 Stunden 
mit 60°/oiger Kalilauge im Wasserbad erhitzt, mit Wasser ver- 
diinnt, mit Alkohol gefallt usw., der Niederschlag in heifem 





‘) In 100 g Trockensubstanz aus Prefhefe wurde hier gefunden 
8,12°%o N (* 6,25 = 50,75°%o Stickstoffsubstanz) und 4,41°/s P,O, (durch 
Schmelzen mit Salpetermischung). 
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Wasser gelist, abgekiihlt, die Lésung auf 100 ccm gebracht 
und filtriert. 

Proben der Lésung erwiesen sich frei von Gummi, gaben 
mit Essigsiure angeséuert intensive Jodreaktion. 

1. 50 cem des Filtrats wurden mit 5 ccm Salzséure von 
1,126 D angesiuert, einige Minuten auf dem Drahtnetz ge- 
kocht, das Volumen nach dem Abkiihlen wieder auf 50 ccm 
gebracht. 25 cem gaben nach dem Neutralisieren mit Fehling- 
scher Losung erhitzt 0,1308 g Cu,O = 0,1161 g Cu = 0,0591 g 
Glukose X 4 = 0,2364 g Glukose. 

2. 20 ccm mit 20 cem Salzséure von 1,126 D gemischt, 
11/2 Minuten in gelindem Sieden erhalten, dann neutralisiert 
usw., gaben 0,1168 g Cu,O = 0,1036 g Cu = 0,0529 g Glukose 
<5) = 0,2645 g Glukose fiir die ganze Quantitit. 

Die Cellulose liefert also, ebenso behandelt wie die Hefe, 
scheinbares Glykogen, eine getrennte Bestimmung des 
Glykogens in der Hefe ist unmdglich. 

Gibt es tiberhaupt ein Hefeglykogen ? oder ist der Korper, 
den man dafiir halt, nur ein in Losung befindlicher Anteil der 
Zellmembran? Noch hat niemand einen gummifreien Ko6rper 
isoliert, der andere Eigenschaften hatte, als der von mir beschrie- 
benen glykogenéhnliche aus der Hefecellulose abstammende. 

Schon in meiner Mitteilung tiber die Kohlenhydrate der 
Hefe vor 20 Jahren sagte ich: 

«Es ist wohl mdglich, daf dasselbe (nimlich der die Jod- 
reaktion gebende Korper, den ich Erythrocellulose genannt 
habe) in der Hefezelle in geldster Form existiert, sei es als 
Vorstufe bei der Bildung von Cellulose, sei es umgekehrt als 
Umwandlungsprodukt. Es ist auch nicht ausgeschlossen, dab 
dieser KOrper eine ahnliche Funktion hat, wie das Glykogen 
im Tierk6rper. » 

Ich bin noch heute dieser Ansicht. Ob man nun diesen 
Korper Glykogen nennt — oder Hefeglykogen, um einen ge- 
wissen Unterschied von dem Glykogen des Tierkérpers zuzu- 
lassen — oder geldste Erythrocellulose oder Erythrodextrin, 
ist im Grunde gleichgiiltig, jedenfalls ist es nicht méglich, Gly- 
kogen zu isolieren, ohne diesen Kérper mitzuerhalten, und es 
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gibt keine Grenze zwischen ihm und dem Glykogen, wenn 
dieses existiert, bei der quantitativen Bestimmung. 

Diese Anschauung hat nun verschiedene Konsequenzen. 
Um mich in dieser Beziehung verstandlich zu machen, muf 
ich etwas weiter ausholen. 

In meiner Arbeit: «Uber Zuckerbildung und andere Fer- 
mentationen in der Hefe»') habe ich nachgewiesen, daf die 
Hefe ein Ferment enthalt, welches ein Kohlenhydrat der Hefe 
in garungsfaihigen Zucker tberfiihrt. Ich bezeichnete diesen 
Vorgang als erste Etappe der Selbstgirung der Hefe. Den 
Zucker habe ich damals irrtiimlich fiir Livulose oder, wie man 
jetzt sagen wiirde, d-Fruktose gehalten, wenn ich auch diese 
Ansicht mit einer gewissen Reserve aussprach. Spiter tiber- 
zeugte ich mich, dafi die Linksdrehung der erhaltenen Lésungen 
von Verunreinigungen, insbesondere wohl von linksdrehendem 
Leucin herriihrte, und daf der Zucker nicht Fruktose, sondern 
Dextrose ist.*) Als Muttersubstanz des Zuckers glaubte ich 
mit Wahrscheinlichkeit das Hefegummi annehmen zu kénnen, 
habe spater aber gefunden, dai das Hefegummi an der Zucker- 
bildung nicht beteiligt ist. 5) 

Wenn nun die von mir so genannte Erythrocellulose in der Tat 
die Muttersubstanz der bei der Digestion der Hefe mit Chloro- 
formwasser gebildeten Glukose ist, so darf der bei erschépfen- 
der Autolyse bleibende Riickstand keine Erythrocellulose mehr 
enthalten. Das scheint in der Tat der Fall zu sein, wenigstens 
soweit man aus der nunmehr fehlenden Jodreaktion einen 
SchluB machen kann. Die weitere Untersuchung steht noch aus. 

SchlieBlich noch ein Wort itiber die von mir gewihlte 
Bezeichnung «Erythrocellulose». Meigen und Spreng haben 
dieselbe Substanz in Hiinden gehabt und sie Dextran ge- 
nannt, weil sie bei der Hydrolyse nur Traubenzucker liefert. 
Diese Benennung ist nach den Versuchen der genannten Autoren 
ja vollkommen berechtigt, nur kommt bei dieser Bezeichnung 
nicht die wesentliche Eigenschaft dieser Substanz zum Aus- 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 13, S. 506 (1889). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 54, S. 403 (1907/08). 
8) Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 466 (1910). 
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druck, die sie von anderen Dextranen unterscheidet, die 
Reaktion mit Jodlésung, man koénnte den KOrper vielleicht 
Erythrodextran nennen. 

Gegen meine Vermutung, dafi dieser Koérper bezw. die 
lésliche Form desselben das sogenannte Glykogen der Hefe 
sein kinne, wenden Meigen und Spreng ein, daf die Rechts- 
drehung desselben viel geringer sei, als die des Leberglykogens, 
aber es ist ja nicht gesagt, dafB das sogenannte Hefeglykogen 
mit dem Leberglykogen identisch sein muB! Es handelt sich 
nur darum, ob die an der Hefe beobachteten Erschei- 
nungen, die man auf Glykogen bezieht, sich auf den 
in Rede stehenden Korper zuriickfiihren lassen. Diese 
Frage ist meiner Meinung nach zu bejahen. Sind doch auch 
Meigen und Spreng bei ihren Untersuchungen iiber die 
Kohlenhydrate der Hefe auf kein Glykogen gestofen! 

Ich sehe also keinen Grund, einen noch unbekannten, von 
niemand tatsdchlich dargestellten, nur supponierten 
Korper in der Hefe anzunehmen. 

Auf die Kohlenhydrate der Hefe und einige damit zu- 
sammenhingende Fragen gedenke ich noch einmal zuriickzu- 
kommen. 











Uber die Quelle des Thiosulfates im Kaninchenharn. 
Von 
E. Salkowski. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Juni 1914.) 


Nachdem ich festgestellt hatte, da8 der Harn von Kaninchen 
bei Fiitterung mit Weifkohl betrichtliche Mengen von Thiosulfat 
(und Spuren von Mercaptan bezw. bei dem Erhitzen tit Salz- 
sdure Mercaptan liefernden Korpern) enthalt, bei Fiitterung mit 
Mohrriiben und einigen anderen Futtermitteln dagegen nicht, ') 
war es die nichste Aufgabe, die Ursache dieser Erscheinung 
zu ermitteln. Es waren zuniachst zwei Moglichkeiten ins Auge 
zu fassen: 1. es konnten mit dem Weifikohl besonders grobe 
Mengen eiweifispaltender und reduzierender Bakterien eingefiihrt 
sein, deren umfangreiche Tatigkeit dann das Vorkommen von 
Thiosulfat und Spuren von Mercaptan wohl erklaren konnte; 
2. es konnten im Weifikohl Substanzen praformiert sein, die 
im Organismus des Kaninchens Thiosulfat und Spuren von 
Mercaptan lieferten. 

Die erstere Annahme war von vornherein die weniger 
wahrscheinliche, da sich die Anwesenheit grofierer Mengen von 
Faulnisbakterien doch schon in dem vorher langere Zeit auf- 
bewahrten Weifkohl hatte verraten miissen. Auferdem war 
sie weit schwieriger einwandfrei zu beweisen bezw. zu wider- 
legen; ich wandte mich daher zunachst der zweiten Mdglich- 
keit zu. 

1200 g Weifikohl wurden erschépfend mit Wasser bei 
Siedetemperatur behandelt unter wiederholtem Abpressen mit 
einer starken Presse, die Ausziige koliert, dann filtriert und 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 89, S. 485 (1914). 
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auf dem Wasserbad auf etwa 300 ccm eingedampft, in zwei 
gleiche Teile, a und b, je 600 g Kohl entsprechend geteilt. 
Der eingedampfte Auszug war von sirupOser Beschaffenheit, 
braunlicher Farbe, reagierte ziemlich stark sauer und enthielt, 
wie eine minimale, abgenommene Probe zeigte, reichlich redu- 
zierenden und giirungsfahigen Zucker. Mit diesem Auszug wurde 
zunichst ein Versuch am Kaninchen angestellt. Hierzu diente 
ein Tier von 2360 g Korpergewicht, dasselbe, an dem schon 
durch die friiheren Versuche festgestellt war, dab es, wie alle 
bisher untersuchten Kaninchen, bei Kohlfiitterung Thiosulfat 
ausscheidet, bei Mohrriibenfiitterung dagegen nicht. 

Der Vorsicht halber wurde aber nochmals durch eine 
zweitiigige Vorfiitterung mit je 600 g Mohrriiben festgestellt, 
dal} der, Harn dabei kein Thiosulfat enthalt. 

Am 4./2. 14 erhielt das Tier den auf ca. 30 ccm einge- 
dampften, mit einem Gemisch von Natriumcarbonatlésung und 
Natronlauge genau neutralisierten Auszug a entsprechend 600 g 
Kohl mit der Schlundsonde in den Magen, daneben 300 g Mohr- 
riiben, die es im Laufe des Tages vollstindig verzehrte. Die 
Quantitaét der Mohrriiben wurde geringer gewiahlt mit Riicksicht 
auf die erhebliche Quantitaét der in dem Kohlauszug enthaltenen 
Nahrstoffe. 

Der Harn vom 3. war stark alkalisch, seine Quantitat 
betrug einschlieBlich der zum Aussptilen des Schiebkastens des 
Kiifigs angewandten verdiinnten Essigsiure 250 ccm. Selbst- 
verstiindlich wurde der in der Blase noch befindliche Harn 
durch Ausdriicken gewonnen. Nach dem Filtrieren war der 
sauer reagierende Harn absolut klar. Mit dem Harn wurden 
folgende Versuche angestellt: 

1. Eine Probe mit Silbernitratl6sung versetzt, ergab 
positive Reaktion (anfangs Gelbfarbung, die schnell in Braun 
liberging). 

2. 100 ccm wurden mit 10 ccm Salzséiure von 1,126 D 
destilliert: im Kiihlrohr zeigte sich ein starker Anflug von 
Schwefel. Die erste Fraktion des Destillates — etwa 10 ccm 
— gab, mit Na,CO, genau neutralisiert, auf Zusatz von Nitro- 
prussidnatrium und Zinksulfat Rotfarbung, auf weiteren Zusatz 
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von Ferrocyankalium purpurrote Flocken.'!) Auch die spiiteren 
Destillate gaben eine, wenn auch schwiichere Reaktion. 

3. In 50 ccm wurde nach dem Erhitzen mit Salzséure 
die Gesamtschwefelséiure bestimmt. Erhalten 0,2878 g, also 
1,439 p. d. = 0,195 S. 

4. N in 10 ccm 0,0294 = 0,735 p. d. 

Verhaltnis von Sulfat-S:N = 1:3,8. 

Am 5. erhielt das Tier 500 g Mohrriiben ohne Zusatz, in 
dem Harn vom 5. = 370 ccm war Thiosulfat nicht mehr nach- 
weisbar, vielleicht etwas mehr SO, im Destillat, als sonst aus 
dem Kaninchenharn bei dieser Fiitterung. 

Bisher war also festgestellt, daB die Thiosulfat- Aus- 
scheidung bewirkende Substanz wasserléslich und mit Wasser- 
dimpfen nicht fliichtig ist, also beim Verdampfen nicht ver- 
loren geht. Nach den Erfahrungen, die ich beziiglich des 
Mercaptannachweises gemacht habe, war es aber immerhin 
auch moglich, dai der Kohlauszug Mercaptan in gebundener 
Form enthilt, sodafi dasselbe erst beim Erhitzen mit Salzsiiure 
erhalten wird. Ferner kénnte vielleicht auch direkt Thiosulfat 
im Kohlauszug enhalten sein. 

Zur Untersuchung hierauf wurde der andere, 600 g Kohl 
entsprechende Teil des Auszuges mit 5 ccm Salzsiéure*) ver- 
setzt und erhitzt, die Dampfe in Quecksilbercyanidlésung ge- 
leitet: es trat keine Mercaptidausscheidung auf, beim Weiter- 
destillieren bis auf weniger als 100 ccm machte sich im Kiihl- 
rohr kein Anflug von Schwefel bemerkbar. 





1) Beziiglich der Anstellung der Reaktion weichen die neueren 
Angaben von Treadwell (Qualitative Analyse, 6. Auflage, S. 306) von 
den dlteren in Fresenius (Qualitative Analyse, 15. Auflage, S. 236) 
etwas ab. T. schreibt successiven Zusatz von Nitroprussidnatrium, Zink- 
sulfat, Ferrocyankalium vor, Fresenius dagegen eine mit Nitroprussid- 
natrium versetzte Zinksulfatlésung, ich habe mich nach Treadwell ge- 
richtet. — Was die Feinheit der Reaktion betrifft, so gibt eine nicht 
mehr merklich sauer reagierende Lésung von NaHSO, in dem Verhiltnis 
von 1: 20000 noch eine sehr deutliche Reaktion, vorheriges schwaches 
Alkalisieren mit Na,CO, oder Anséuern mit Essigsiure wirkt stérend. 

2) Ich nahm nur 5 ccm, weil ich die Lésung noch zum Tierversuch 
zu verwenden gedachte und eine zu grofe Menge NaCl hierbei stiérend 
gewesen ware. 
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Der abgedampfte Kohlauszug enthalt also weder Thio- 
sulfat noch gebundenes Mercaptan. 

Es war nun zu vermuten, daf der Destillationsriickstand, 
einem Kaninchen gegeben, eine Ausscheiduug von Thiosulfat 
im Harn bewirken wiirde. 

Am 11.2. erhielt dasselbe Kaninchen, das inzwischen in 
den Stall zuriickgebracht worden war, 500 g Mohrriiben. Der 
Harn vom 11. = 350 cem enthielt kein Thiosulfat, auch SO, 
war mit der angefiihrten Reaktion im Harn nicht nachweisbar. 
1. 100 ccm gaben 0,1008 g BaSO, = 0,3528 p.d. = 0,0485 g S. 
2. N-Gehalt 0,4851 p. d. 

Verhaltnis von Sulfat-S:N = 1: 10,1. 

Am 12./2. erhielt das Kaninchen den noch weiter ein- 
gedampften, genau neutralisierten Destillationsriickstand in den 
Magen (Vol. ca. 40 ccm). Das Tier erscheint in den ersten 
Stunden etwas affiziert, trinkt etwas vorgesetztes Wasser, ver- 
zehrt die ihm gegebenen 300 g Mohrriiben. Harn = 400 ccm. 

1. Ag-Reaktion zweifelhaft. 
2. Schwefelanflug aus 100 cem gleichfalls zweifelhaft. 

Die erste Fraktion des Destillates, ca. 10 ccm, gibt ziem- 
lich starke Reaktion auf SOQ,. 

3. 100 cem gaben 0,363 g BaSO, = 1,452 p. d. = 0,1996 g S. 
4. N-Gehalt 0,772 p. d. 
Verhaltnis von Sulfat-S :N = 1: 3,87. 

Am 13. erhielt das Kaninchen 500 g Mohrriiben, frift 
davon indessen nur 365 g. Harn 350 ccm. Thiosulfat nicht 
nachweisbar. 

1. 100 ccm gaben 0,1054 g BaSO, = 0,3689 g p.d. = 0,0507gS. 
2. N-Gehalt = 0,8575 g p. d. 
Verhaltnis von Sulfat-S:N = 1: 16,9. 

Die Schwefelsaéureausscheidung hat also nach Einfiihrung 
des mit Salzsiure erhitzten Kohlauszuges betrachtlich zuge- 
nommen, dagegen hat sich Thiosulfat nicht im Harn nach- 
weisen lassen. 

Nach diesem Ergebnis konnte man daran denken, dai 
die Thiosulfatausscheidung und die Schwefelséureausscheidung 
zwei ganz voneinander unabhingige Vorgénge sind, umsomehr 
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als die Oxydation von Thiosulfat zu Schwefelsiiure nach dem 
Verhalten desselben beim Menschen und Hund auch fiir das 
Kaninchen zwar sehr wahrscheinlich, aber bisher meines Wissens 
nicht durch direkt hierauf gerichtete Versuche erwiesen ist. 
Ich beschlof daher, einen Versuch hieriiber bei einem mit Mohr- 
riiben gefiitterten Kaninchen anzustellen und zwar wiederum 
an demselben Tier, das zu den bisherigen Versuchen gedient 
hatte, gleichzeitig aber auch zum Vergleich dem Tier NaHSO, 
zu verabreichen. 

Uber die Versuchsanstellung ist wenig zu sagen. Das 
Kaninchen, das zu Beginn des Versuches jetzt 2500 g wog, 
erhielt pro Tag 600 g Mohrriiben, die es vollstindig auffraf, 
bis auf den 17., an dem nur rund 400 g gefressen wurden. 
An einzelnen Tagen erhielt es NaHSO, mit Soda neutralisiert, 
an anderen Na,5,O;. Der Harn wurde im Kiifig aufgefangen, 
der Zinkschiebkasten sorgfaltig mit einem Gemisch von Wasser 
und Essigsiiure ausgespilt, der zuriickgehaltene Teil des Harns 
durch Ausdriicken der Blase erhalten. Stets wurde _ soviel 
Essigsiure hinzugesetzt, daB alles Calcium- resp. Magnesium- 
phosphat in Lésung ging, dann erst das Volumen bestimmt 
und eventuell durch Wasserzusatz abgerundet (auf das also 
wegen des nicht bestimmten Wasser- und Essigsaurezusatzes 
kein Wert zu legen ist), filtriert. Der filtrierte Harn wurde 
so absolut klar erhalten und blieb in Glasstépselflaschen auf- 
bewahrt wochenlang klar und ganz unveriindert. Jeder Harn 
wurde durch Zusatz von Silbernitratl6sung auf Thiosulfat ge- 
priift, einerseits sofort, anderseits erst mehrere Tage nach 
Abschlu8 der ganzen Versuchsreihe in einem Serienversuch. 
Dank der vorziiglichen Haltbarkeit des Harns war dies mdglich. 

Bei dem Serienversuch wurden die Harnproben — 8 bis 
10 ccm — in nebeneinander stehende Reagenzgliser gegossen, 
dann 3°/oige Silbernitratl6sung hinzugesetzt — etwa 1/2—?/s 
des Volumens — und die Farbe des Niederschlages sofort 
und nach !/4—'/2 Stunde vergleichend gepriift. 

Weiterhin wurden jedesmal 100 ccm mit Salzsaure destil- 
liert, die ersten 10 ccm auf SO, gepriift und auf das Auftreten 
von Schwefelanflug im Kiihlrohr geachtet. In je 100 cem wurde 
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die Gesamtschwefelsaure bestimmt. Stickstoffbestimmungen er- 
schienen nach dem Resultat der Schwefelséurebestimmungen ') 
uberfliissig, umsomehr als das K6rpergewicht nach AbschluB 
des Versuches (24 Stunden nach der letzten Futterdarreichung 
und nach Abdriicken der Blase bestimmt) nur wenig — um 
150 g — abgenommen hatte. Dabei kommt noch in Betracht, 
dafi das Gewicht zu Beginn des Versuches unmittelbar nach 
der Entnahme aus dem Stall, also relativ zu hoch gefunden 
wurde. Die Ergebnisse des Versuches sind in nachfolgender 
Tabelle zusammengestellt. 

Beziiglich der SO, in den Destillaten bemerke ich, dah 
sie an den Tagen, an denen Sulfit oder Thiosulfat gegeben 
war, durch die Reaktion mit Nitroprussidnatrium, Zinksulfat 
und Ferrocyankalium deutlich nachweisbar war, an den Normal- 


tagen nicht. 



































| Ein- | Harn- BaSO, a Nieder- | ~~ 
Datum| gegossene | menge aus | Tages- — sia tees 
| Gabetans in ccm *) aioe ‘itat AgNO, ae a 
15./4. | 0 | 520 | 0,0848 | 0,4410) — wei 0 
16. 0 | 530 0,0870 | 0,4610 ; 0 
17. | 0,2gNaHSO, ‘Harn z. Teil verloren — > 0 
18. |04> >» | 820 | 0,2528 | 1,3146 gelb 0 
19. | 0 550 0,0706 | 0,3883| wei 0 
20. 0 | 480 | 0,0810 | 0,3888 , 0 


| 
0,25 gNa,S,0,| 550 =| 0.1406 | 0,7733 | 





gelb deutlich 











21. 
. | + 5g H,0 | | 

0,5 g Na,S 0, . | gelb, schnell 
EHO’, 510 | 02380 1,2138 | See | stark 
23. | 0 | 550 0,0994 | 0,5467 ‘schwach gelb 0 
oo. | o | 540 | 00666 | © 0,3596 wei 0 


Betrachtet man die Tabelle, so sieht man auf den ersten 
Blick, daB, wie zu erwarten war, sowohl das Natriumsulfit als 


1) Ich konnte dieses Resultat abwarten, da die Harne ja konserviert 


waren. 
*) Stets einschlieflich Wasser und Essigsdure. 
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auch das Thiosulfat eine starke Vermehrung der Schwefel- 
siure bewirkt hat. 

Beziiglich der quantitativen Verhiltnisse ergibt sich fiir 
Natriumsulfit: die Schwefelsiiureausscheidung betrug, ausgedriickt 
als BaSO,, am 18. 0,3146 g; am 16. ist ausgeschieden 0,461 g, 
das Plus betrigt also 0,8536 g. 0,4 g NaHSO, wiirden bei 
volistandiger Oxydation 0,896 g BaSO, liefern, die Oxyda- 
tion ist also fast vollstindig erfolgt. Méglicherweise enthilt 
der Harn vom 18. auch noch etwas Schwefelsiure von der 
Zufuhr am 17. her. 

Nach der Verabreichung von 0,75 g Thiosulfat (Na,S,O, 
+ 5H,O) ist an den beiden Tagen der Zufuhr des Salzes 
ausgeschieden: Schwefelsiéure, ausgedriickt als BaSQ,, 1,987 g, 
an den beiden vorhergehenden Tagen 0,777 g, das Plus betrigt 
also 1,21 g. 0,75 g Thiosulfat witirde bei vollstindiger Oxy- 
dation 1,410 g BaSO, geliefert haben, die Oxydation ist also 
im Organismus zum groBten Teil erfolgt. Richtiger ist es wohl, 
die Zahl fiir den 23. noch als unter Einflu{B des zugefiihrten 
Thiosulfats stehend hinzuzunehmen, da der Harn an diesem 
Tage zweifellos noch etwas Thiosulfat enthalt. Darnach wurden 
aus dem Harn der 3 Tage erhalten: 2,534 g BaSQ,, davon ab- 
zuziehen 3 X 0,388 g = 1,165 g, also auf das Thiosulfat zu 
beziehen 1,369 g. 

Ich komme nun noch zu einem auffallenden Punkt der 
Ergebnisse. Fiir den am 18. nach Einfiihrung von NaHSO, 
entleerten Harn ist in der Tabelle die Farbe des Silbernieder- 
schlages als gelb angegeben, wahrend ein Schwefelanflug in 
der Kiihlerréhre beim Destillieren mit Salzsiure nicht bemerkt 
wurde. Zwischen diesen beiden Bestimmungen besteht also 
ein Widerspruch. Es sei mir gestattet, auf die Reaktion der 
Harnproben mit Silberlésung noch mit einigen Worten ein- 
zugehen. 

Die Angaben in der Tabelle beziehen sich auf die un- 
mittelbar nach Zusatz der Silberlisung oder wenige Minuten 
spater eintretenden Erscheinungen. Labt man die Glaser stehen, 
so fairben sich die Niederschlige der nicht thiosulfathaltigen 
Harne grau, namentlich auf der belichteten Seite (der Genauig- 
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keit wegen bemerke ich, dafi die Niederschlage in der Kuppe 
des Reagenzglases, soweit dasselbe in dem Holz des Stativs 
steht, ihre Farbe ziemlich unverindert behalten, augenschein- 
lich weil dieser Teil vor dem Licht geschiitzt ist), die Nieder- 
schlige in den thiosulfathaltigen Harnen farben sich dagegen 
nicht grau, sondern die gelbe Farbe nimmt allméhlich zu, oder 
geht bei sehr geringem Thiosulfatgehalt, wie in dem Harn 
vom 18. in Graugelb iiber. 

Lift man die Proben stehen, so findet man am nichsten 
Tage, auch bei Aufbewahrung im Dunkeln alle Niederschlage 
schwarz (nur der Niederschlag vom 22. mit dem starksten 
Thiosulfatgehalt war noch braunlich). Auch dann kann man 
noch gut erkennen, welche Niederschlige aus thiosulfathaltigen, 
welche aus thiosulfatfreien Harnen stammen. GieSt man nim- 
lich die tiber dem Niederschlag stehende Fliissigkeit so gut es 
geht ab, setzt dann etwa das gleiche Volumen Salpetersaure 
an 1,2 D hinzu und erwirmt gelind bis zum_ beginnenden 
Sieden, so zeigen sich die Niederschlage aus dem thiosulfat- 
freien Harn fast weif, die aus dem thiosulfathaltigen grau 
bis schwarz. Man braucht natiirlich mit der Anwendung von 
Salpetersiiure nicht bis zum nachsten Tage zu warten, schon 
nach zirka halbstiindigem Stehen sind die Unterschiede bei 
der Behandlung mit Salpetersiiure unverkennbar, ja auch nach 
kurzem Stehen. Es ist auch nicht gerade notig, den tiber- 
stehenden Harn abzugiefben. 

Bei Versuchen, die mit den Harnen der Vorperiode unter 
Zusatz von Natriumthiosulfat tiber die Feinheit der Reaktion mit 
Silbernitrat bei nachtraéglicher Anwendung von Salpetersdure 
angestellt wurden, zeigte sich, daB in 8—10 cem einer Lésung 
von 1 g Natriumthiosulfat (Na,S,O, -+- 5 H,O) auf 20000 Harn, 
entsprechend fast 1/40000-H,S,O0,, die Thioschwefelséure durch 
die beschriebene Art der Reaktionsanstellung noch gut erkennbar 
ist, wiihrend ein Schwefelanflug im Kithlrohr bei der Destillation 
von 100 cem einer solchen Harnlésung mit 10 ccm Salzséure nicht 
mehr erkennbar ist. Schon in meiner ersten Mitteilung habe ich 
die Ansicht geéiuBert, daB die Silberreaktion allein eigentlich zum 
Nachweis des Thiosulfats schon ausreicht. Die weitere Beschiafti- 
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gung mit diesem Gegenstande hat mich in dieser Ansicht noch be- 
starkt, und die Differenz hinsichtlich der Anwesenheit von Thio- 
sulfat in dem Befunde vom 18. erklirt sich einfach durch die 
groBere Feinheit der Silberreaktion gegeniiber dem Destilla- 
tionsverfahren, vorausgesetzt, daB man die Erscheinungen nach 
dem Zusatz von Silbernitrat sorgfaltig beobachtet und nach- 
traiglich Salpetersiiure anwendet. Ich zweifle nach alledem 
nicht daran, dafi auch der nach dem Eingeben von Natrium- 
sulfit entleerte Harn Spuren von Thiosulfat enthielt. 

Ich komme nun noch einmal auf die Tatsache zuriick, 
daB bei Fiitterung mit WeifSkohl auferordentlich viel mehr 
Schwefelsiure in Form von Sulfaten im Harn vorhanden ist, 
wie bei Fiitterung mit Mohrriiben, wie auch aus der Seite 505 
in Band 89 dieser Zeitschrift abgedruckten Tabelle hervor- 
geht. Vielfach werden die Kohlarten als schwefelreiche Gemiise 
bezeichnet, man denkt dabei aber wohl immer mehr an einen 
hohen Gehalt von schwefelhaltigen organischen Kérpern. Un- 
erwarteterweise hat sich nun aber gezeigt, dafi der Kohl sich 
gegeniiber den Mohrriiben auch durch einen weit hdheren Ge- 
halt an durch Wasser ausziehbaren schwefelsauren Salzen 
auszeichnet. 

200 g Kohl wurden mit mehr als 2 | destilliertem Wasser 
griindlich ausgekocht, koliert und abgeprefit, dann filtriert. Die 
Ausziige wurden auf 100 ccm eingedampft und nochmals durch 
ein nicht angefeuchtetes Filter filtriert. In 80 ccm wurde nach 
dem Erhitzen mit Salzsiure die Schwefelsiure bestimmt. Es 
wurde erhalten 
0,3462 BaSO,, also fiir die angewendeten 200 g Kohl 0,4325 g. 

Fiir die Frage der Abstammung des Thiosulfats bei Kohl- 
fiitterung schien es mir von Interesse, auch die Quantitaét des 
organisch gebundenen Schwefels in Kohl und Mohrriiben fest- 
zustellen. Bei den grofen Quantitéten Zucker im Filtrat war 
zu befiirchten, dafi die Verbrennung des eingedampften Filtrats 
mit Salpetermischung explosionsartig verlaufen wiirde. Um 
dies zu verhiiten, schien es mir zweckmiéfig, wenigstens einen 
Teil des Zuckers vorher zu zerstéren. Zu dem Zweck wurden 
die gesamten Filtrate von BaSO,, Waschwasser und der Wasch- 
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alkohol im Kolben so lange gekocht, bis kein Alkohol mehr 
vorhanden, dann ca. 15 ccm Salpeterséure von 1,2 D hinzu- 
gesetzt und weiter eingekocht. Die Fliissigkeit farbte sich dabei 
allméhlich citronengelb und triibte sich unter Ausscheidung 
von BaSO,. Die auf etwa 70—80 ccm eingekochte Flissig- 
keit wurde nun in ein Becherglas iibertragen, mehrmals nach- 
gespult, am niachsten Tage das BaSO, abfiltriert usw. Er- 
halten: 0,0988 g, also fiir die angewendeten 200 g Kohl 
0,0988 X 5/4 = 0,1235. 

Filtrat und Waschwasser wurden bis 100 ccm eingedampft 
resp. darauf aufgefiillt, 50 com mit Na,CO, neutralisiert, ein- 
gedampft, mit Salpetermischung geschmolzen usw. BaSOQ, er- 
halten 0,1252 g X */2 = 0,313 g. 

Aus 200 g¢ Kohl wurden somit erhalten BaSOQ,: 





a) aus Sulfaten — . . . + 0,4325 g 

b) durch Kochen mit Salpetersdture?). 0,1235 » | 0.4365 

c) durch Schmelzen mit Salpeter. . 0,3130>f ”’ 6 
0, 8690 g 


Die Quantitaét des organisch gebundenen Schwefels ist demnach ein 
wenig héher, wie die des anorganischen, als Sulfat vorhandenen. 

Ebenso wurden nun 200g Mohrriiben behandelt. Die Fil- 
tration erfolgte sehr zOgernd. Zur Untersuchung kamen 75 ccm 
des Filtrats. Diese ergaben direkt 0,1426 g BaSO,, durch Kochen 
mit Salpetersiiure 0,0165 g, in der Halfte des Filtrats von diesem 
Niederschlag durch Schmelzen mit Salpeter 0,0236 g. 

Es wurden also aus 200 g Mohrriiben erhalten: 


a) aus Sulfaten. . . + «. ae 
b) durch Kochen mit elation . 0,0220 » ) 0.0849 
c) durch Schmelzen mit Salpeter . 0,0629 p> f . 


0,2750 g ?) 
Der Vergleich der beiden Futtermittel ergibt demnach 
folgendes: 


1) bezw. Salpetersalzsdure, da die Fliissigkeit ja viel Chloride enthielt. 


*) Simtliche Bestimmungen habe ich mit absolut schwefelsaure- 
freien Chemikalien von Kahlbaum ausgefiihrt, es wurde dreimal mit je 
100 ccm Salzséure abgedampft. In dem Abdampfungsriickstand von 300 ccm 
Salzsiure war keine Schwefelséure nachweisbar. 
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1. Der Gesamtschwefelgehalt ist im Kohlauszug mehr als 
3mal so hoch wie im Mohrriibenauszug. 

2. Die Sulfate betragen beim Kohl mehr als das Doppelte 
gegeniiber den Mohrriiben. 

3. Der organisch gebundene Schwefel ist beim Kohl mehr 
als 5mal so hoch wie bei den Mohrriiben; der Unterschied 
nach dieser Richtung ist also der auffallendste. 

Inwieweit spiegeln sich nun diese Unterschiede im Harn 
der mit Kohl und Mohrriiben gefiitterten Kaninchen wieder? Zum 
Vergleich beziehe ich mich auf einen Versuch, der schon einmal 
in Bd. 89, S. 505 berichtet ist. Ich bemerke noch, daf das 
Kaninchen von 2300 g Korpergewicht pro Tag 600 g Weifkohl 
resp. Mohrriiben erhielt. Der Harn wurde im Kifig gesammelt, 
die Perioden dureh Abdriicken des noch in der Blase befind- 
lichen Harns abgegrenzt. Die angegebene Harnmenge schlieBt 
die zum Ausspiilen des Spiilkastens angewendete verdiinnte 
Essigsiure und das Wasser mit ein.!) Der Harn war stets 
alkalisch, die Reaktion nach dem Sammeln des Harns sauer. 
Das Datum bezieht sich auf den vorhergehenden Tag. Zur Er- 
leichterung des Vergleiches sei hier die ‘Tabelle nochmals 








mitgeteilt. 
BaSO, aus 
Harn- |— —omeeenesintininaiaccatin — 
Datum! menge a | b | c Bemerkungen 


Gesamt- | aus den | aus 
in ccm | schwefel | Sulfaten | Nichtsulfaten 

















aad 9 46 4 

8 DD 2,421 ) 1347 1,074 | Mitte) [Am 7., 8, 9., 10. 
9 515 2,482 | 1,453 1,039 ae 11. Fiitterung 
11 | sto | a16t | 1,868 | 1,300) 1297 | mit Weibkont, 
us x \e2e 6 

14 505 0.669 0,421 0,248 Mittel Am 13., 14.. 15., 
15 500 0,622 | 0,404 | 0,218 o.o95 | 16: Fiitterung 
16 570 0,588 | 0,398 | 0210) "| Mit Mobrraben. 


Hieraus ergibt sich folgende abgeleitete Tabelle fiir das 
Baryumsulfat aus den verschiedenen Formen des Schwefels 


‘) An der angefiihrten Stelle steht infolge eines Druckfehlers «aus» 
Statt «<ein>. 
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in 600 g Futter einerseits und die unter dem Einflu8 dieses 
Futters entleerte 24 stiindige Harnmenge anderseits. Die Zahlen 
fiir den Harn sind die Mittelwerte der vorigen Tabelle. 








WeiGkohl | Harm bet | Mohrriben | Harn bet 





'Weifkohl Mohrriiben 
Aus Gesamtschwefel . 2,607 | 2,692 0,825 0,609 
>» Sulfaten..... 12975 | 1,555 | 0,5703 | 0,384 
» Nichtsulfaten. . . 13095 | 1,137) | 0.2547 | 0,225 


Fiir die Fiitterung mit Weifkohl ergibt sich demnach 
eine recht genaue Ubereinstimmung der Schwefelverteilung im 
Futter und im Harn, fiir die Mohrriiben ein nicht unerhebliches 
Defizit an Schwefel iiberhaupt, das sich wohl durch mangel- 
hafte Ausnutzung des Futters erklart. Diese zeigt sich auch 
in der Beschaffenheit des Kotes, der bei der Weifkohlfiitterung 
hart und trocken ist, bei Mohrriibenfiitterung von weicher 
Konsistenz.*) Die beste Ubereinstimmung zwischen Futter und 
Harn zeigt in beiden Fallen das Baryumsulfat aus dem Nich- 
sulfatschwefel. Dementsprechend ist in dem Harn bei Kohl- 
fiitterung ca. 5mal soviel Nichtsulfatschwefel vorhanden, wie 
in dem Harn nach Mohrriibenfiitterung, ebenso wie im Kohl 
5Hmal soviel organisch gebundener Schwefel vorhanden ist, 
wie in den Mohrriiben. 

Auffallend ist, wie wenig von dem organisch gebundenen 
Schwefel des Futters im Organismus zu Schwefelsdure oxydiert 
wird; vermutlich trifft diese Oxydation nur den Schwefel der 
EiweiBk6rper im weitesten Sinne. 

Wenn es nun auch kaum zweifelhaft sein kann, daB die 
- Quelle des Thiosulfatgehaltes des Harns in den schwefelhaltigen 
organischen Verbindungen des Kohls zu suchen ist, so schien 
es mir bei dem hohen Gehalt des Kohls an schwefelsauren 
Salzen doch wiinschenswert, zu untersuchen, ob nicht auch 
schwefelsaure Salze, in grOberen Mengen einverleibt, im Darm- 
kanal des Kaninchens zu einem gewissen Bruchteil in Thio- 
sulfat ibergehen kOnnen. 


‘) Zum grofen Teil aus Thiosulfat. 
*) Vielleicht ist auch der Sulfatgehalt der Mohrritben etwas wechselnd. 
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Diese Idee liegt nicht so fern, wie es anfanglich scheint. 
Durch meine alten Versuche iiber das Verhalten des Taurins 
im Organismus ist festgestellt, daf die SO,H-Gruppe des Tau- 
rins im Darmkanal des Kaninchens zum Teil zu Thiosulfat, 
das im Harn erscheint, reduziert wird. Daf diese Reduktion 
im Darmkanal durch die in ihm stattfindenden Fiuinisvorginge 
des Eiweifies — vielleicht auch Butterséuregirung der Kohlen- 
hydrate — erfolgt, kann nicht zweifelhaft sein, da bei subcu- 
taner Einverleibung des Taurins Thiosulfatbildung nicht ein- 
tritt. Damit steht auch in Ubereinstimmung, daf sie beim Hund 
auch bei innerlicher Verabreichung des Taurins ausbleibt. 

Zu den Versuchen mit Natriumsulfat diente ein Kaninchen 
von 2550 g Korpergewicht. Das Futter bestand an allen Tagen 
aus 600 g Mohrriiben, die stets vollstandig aufgefressen wurden. 
Am 18. und 19. bekam das Tier nur Mohrriiben, am 20. auBer- 
dem 15 ccm Normalschwefelsiure mit Na,CO, neutralisiert, am 
21. und 22. je 20 ccm, gleichfalls neutralisiert. Da mir der 
Kohlauszug reicher an Zucker zu sein schien, wie der Mohr- 
riibenauszug, so wurden an Natriumsulfattagen noch 10 g Trauben- 
zucker gegeben. 

Der Harn wurde in der iiblichen Weise gesammelt, mit 
Essigsiure angeséiuert, gemessen, dann in Glasstépselflaschen 
filtriert und in diesen aufbewahrt. Seine Quantitét betrug am 
18. 480 cem; am 19. 620 ccm; am 20. 480 ccm; am 21. 580 ccm; 
am 22. 550 ccm. 

Die Konservierung des Harns durch die Essigsdure er- 
moéglichte es, wiederholt Serienversuche tiber das Verhalten 
der Harne zu Silbernitratlésung anzustellen. Hierbei zeigte sich 
nun eine wesentliche Differenz in dem Verhalten des Harns am 
18. und 19. im Gegensatz zu dem am 20., mehr aber noch zu 
dem am 21. und 22. Die letzteren Harne verhielten sich so, 
wie ich es oben fiir einen sehr geringen Gehalt an Thiosul- 
fat beschrieben habe, also deutliche Gelbfarbung beim Stehen- 
lassen, schwarzliche resp. Graufirbung des Chlorsilbers nach 
der Einwirkung der Salpeterséure, wihrend das Chlorsilber 
in dem Harn am 18. und 19. weifi oder fast ganz weil er- 


schien. 
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Dasselbe ergab auch das Verhalten zu wenig Quecksilber- 
chlorid beim Erhitzen. ') 

Es ist also — sehr vorsichtig ausgedriickt — zweifellos, 
daB die betreffenden Harne eine Substanz enthalten, die beim 
Stehen mit Silbernitratlésung Schwefelsilber bildet. DaB diese 
Substanz Thiosulfat ist, kann man wohl als im héchsten Grad 
wahbrscheinlich bezeichnen. Allerdings konnte beim Destillieren 
des Harns vom 22. unter Salzsiurezusatz kein Schwefelanflug 
im Kiihlrohr erhalten werden, die Silberreaktion ist eben emp- 
findlicher als das Destillationsverfahren. 

Es schien mir noch von Interesse, den Gehalt des Harns 
vom 22. an Sulfaten und an Neutralschwefel (im Filtrat von der 
Schwefelsiurebestimmung, also ohne etwaiges Thiosulfat) zu 
bestimmen. Aus 100 ccm wurden erhalten 0,4934 BaSO, 
= 2,7137 p.d. und nach dem Schmelzen mit Salpeter 0,0492 
= 0,2706 p. d. Die Quantitaét des aus dem organisch gebundenen 
Schwefel stammenden BaSQ, ist nur wenig héher, wie bei der 
Fiitterung mit Mohrriiben allein, irgendwelche Schlubfolgerung 
laBt die Differenz nicht zu. 

Der in diesem Versuch erhaltene Befund beziiglich der 
Silberreaktion steht in einem gewissen Widerspruch damit, 
dafs bei dem Harn, der bei Mohrriibenfiitterung unter Zusatz 
des mit Salzsaéure erhitzten, dann neutralisierten Kohlauszuges 
entleert wurde, die Silberreaktion als zweifelhaft angegeben 
ist. Das riihrt vielleicht daher, daf ich damals die Erweiterung 
der Reaktion durch Anwendung von Salpetersaéure noch nicht 
kannte: es ist moglich, da’ Spuren von Thiosulfat auch bei 
diesem Versuch vorhanden gewesen sind. 

Was den Vorgang der Thiosulfatbildung betrifft, so ist 
es denkbar, daf das Sulfat zuerst zu Sulfid reduziert, dieses 
dann im Tierkérper zu Thiosulfat oxydiert wird. Auf die Még- 
lichkeit der Reduktion von Sulfaten zu Sulfiden durch Faulnis- 
bakterien habe ich wiederholt hingewiesen. 

Wenn nun nach dem Ausfall des Versuches mit Natrium- 
sulfat eine geringe Reduktion des reichlich zugefiihrten Sulfates 
zu Thiosulfat auch wahrscheinlich ist, so erfolgt diese doch 


1) Vgl. meine Mitteilung in Bd. 89, S. 488 dieser Zeitschrift. 
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in so geringem Umfange, daB als Quelle des Thiosulfats bei 
Kohlfiitterung doch die organischen schwefelhaltigen Verbin- 
dungen des Kohls in Anspruch zu nehmen sind. Welche 
schwefelhaltigen Substanzen speziell in Frage kommen, soll 
weiter untersucht werden. 


Zusammenfassung. 


1. Die Substanz, welche bei Kohifiitterung Thiosulfat- 
ausscheidung im Harn bewirkt (bezw. die Substanzen), geht in 
den wasserigen Auszug des Kohls iiber und ist nicht fliichtiger 
Natur; sie ist nicht Thiosulfat, wird aber durch Erhitzen mit 
Salzsiure anscheinend zerstort. 

2. Mohrriiben und Weifkohl unterscheiden sich aufer- 
ordentlich voneinander beziiglich ihres Gehaltes an Sulfaten 
und organisch gebundenem Schwefel. Diese Differenzen spiegeln 
sich bei Verfiitterung im Harn wieder. Ebenso wie der Kohl- 
auszug 5mal mehr organisch gebundenen Schwefel enthiit, 
wie der Mohrriibenauszug, enthalt auch der Harn bei Kohl- 
fiitterung 5mal mehr Nichtsulfatschwefel, als der Harn bei 
Mohrriibenfiitterung. 

3. Eingegebenes Thiosulfat wird auch im Organismus des 
Kaninchens grOftenteils oxydiert, ein kleiner Teil unveridndert 
ausgeschieden. 

4, Auch Natriumsulfit wird groftenteils oxydiert, bildet 
jedoch auch eine kleine Menge Thiosulfat, augenscheinlich 
durch Reduktion im Darmkanal. 

5. Nach dem Eingeben grofer Mengen von Natriumsulfat 
zeigt der Harn Reaktionen, die auf die Gegenwart von Spuren 
von Thiosulfat hindeuten. 

6. Die Silberreaktion mit nachfolgender Anwendung von 
Salpeterséure erméglicht es, Thiosulfat im Harn noch in einer 
Verdiinnung von 1 : 20000 (bezogen auf Na,S,O, +- 5 H,O) zu 
erkennen. 














Uber die Temperaturabhangigkeit der Quellung von Muskel 
und Niere. 


Von 


L. Lichtwitz und A. Renner. 





Mit drei Kurvenzeichnungen im Text. 


(Aus der medizinischen Klinik zu Gottingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14, Juni 1914.) 


Es ist bekannt, dafi bei quellbaren Gelen die Quellung 
unter Temperaturerhoéhung vor sich geht.!) Man kann daraus 
schlieBen, da bei diesen Gelen bei héherer Temperatur die 
Quellung beeintrichtigt wird. Die direkte Messung der Quel- 
lungswérme wird nicht immer zu sicheren Ergebnissen fiihren, 
da die gleichzeitig stattfindende Solbildung und die gleich- 
zeitige Klektrolytl6sung unter Wirmebindung verliuft. Einen 
Einblick in die physikalisch-chemische Konstitution von Organen 
und Geweben kann man durch Messung der Geschwindigkeit 
und des Maximums der Quellung bei verschiedenen Tempera- 
turen leicht erhalten. Dimitrievics und Reinke?) haben an 
quellenden Erbsen das Quellmaximum in einem Bereich von 
0° bis 50° nicht merklich von der Temperatur abhangig ge- 
funden. Hauberriesser und Schonfeld?) haben im Labora- 
torium von W. Heubner festgestellt, daB beim Nackenband 
des Rindes das Quellungsmaximum mit steigender Temperatur 
sinkt, und dafi auch die Quellungsgeschwindigkeit im allge- 
meinen bei héherer Temperatur geringer ist. 

Unsere Untersuchungen*) erstrecken sich auf Muskel und 
Niere, fiir deren Funktion die Quellung zweifellos von grofer 
Bedeutung ist. 


') s. Freundlich, Kapillarchemie, S. 504. 

2) A, f. e. P. u. Ph., Bd. 71, S. 102, 1913. 

8) Die Untersuchungen sind ausgefiihrt von A. Renner (Inaug.- 
Dissert., Géttingen 1913.) 
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I. Untersuchungen am quergestreiften Muskel. 


Methodik. Als Material dienten Bauchmuskel vom Meerschweinchen, 
Fufmuskel vom Schwein, Rectus abdominis vom Kalb, Muse. cremaster 
vom Stier. Die Muskeln wurden ganz frisch nach sorgfiltiger Befreiung 
von Bindegewebe und Gefiffen usw. verwendet. Am bequemsten ist 
der Musc. cremaster, ein diinner Muskel, in dem die Gefifle den Fasern 
parallel verlaufen. Fiir jeden Versuch wurden 5 méglichst gleiche Stiicke 
mit gleichem Gesamtgewicht hergestellt. Die Tabellen zeigen, wie grofe 
Ubereinstimmung der eine von uns (R.) erzielte. 

Als Quellungsfliissigkeit diente folgende Liésung: 8,5 g NaCl, 0,7 g 
KC], 0,2 g CaCl, in 1000 ccm H,0. 

Geschlossene Gefife mit je 150 ccm dieser Lisung wurden auf 
die Versuchstemperaturen (4°, Zimmertemperatur 37°, 42°) gebracht. 

Die Muskelstiickchen schwebten an Glashikchen, die an einer 
Korkplatte saflen, oder auf einem Messingnetz in der Lésung. 

Die Wiagung erfolgte im geschlossenen GefifS nach Trocknen durch 
Abrollen auf einem feinen Tuche. 

Die Dauer der Beobachtungen schwankte von 1—24 Stunden. Das 
Quellungsmaximum ist bei den genannten Temperaturen nach 1 Stunde 
fast erreicht. Bei 4° und 15—16° blieben die Werte iiber die ganze 
Versuchsdauer nahezu konstant. Bei 37 und 42° begann nach 3 Stunden 
ein Abfall. Die Fliissigkeit wurde tribe und undurchsichtig; es gingen 
Gewebsteile in die Fliissigkeit itiber; die Muskelstiicke wurden weifs und 
schlaff. Nur die Beobachtung vor Eintritt dieser Autolyse ist fiir unsere 
Frage von Bedeutung. 


Nach diesem Verfahren wurden etwa 30 Versuche ge- 
macht, von denen wir eine Auswahl wiedergeben. 


Versuch 1. Muse. cremaster vom Stier. 


Tier geschlachtet um 10° Uhr. Beginn der Quellung 
um 114° Uhr. Die einzelnen 4 cm langen Streifen sind diinn 
und schmal. Im Laufe des Versuches werden sie kiirzer und 
breiter. 











Tempe- Anfangs- Gewicht in g nach |Gewichtszunahme in °/o nach 
gewicht} 1 | 2 | 3 | 5] 1 | 2] 8 | 5 
“ne in g Stunden Stunden 








4° | 0128 [0,213 0,221 | 0,225 | 


15° 0,128 0,199 | 0,209 | 0,205 | 
38 ° 0,129 0,191 0,186 0,181 | 0,171 48 | 44 


0,218] 67 | 73 | 76 | 71 
0,193] 56 | 63 | 60 | dt 
| 40 | 33 

















42° | 0,127 |0,175/0,174 0,169/ 0,163] 38 | 37 | 33 | 285 
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Bei 38° und 42° ist das Maximum nach 1 Stunde, bei 
15° nach 2 Stunden, bei 4° nach 3 Stunden erreicht. Bei 38° 
und 42° ist nach 2 Stunden bereits wieder ein Gewichtsver- 
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lust eingetreten. 


Um die Unterschiede zu verdeutlichen, sind in der fol- 
genden Tabelle die Gewichtszunahmen nach 1 Stunde und die 











maximalen Zunahmen durch Verhiiltniszahlen, bezogen auf 


























die geringste Zunahme = 1 ausgedriickt. 
Gewichtszunahmen , 
naa 4 Minnie Maximalzunahmen 
Temperatur | jn °/o des } in in %/o des in 
Anfangs- VerhAltnis- Anfangs- Verhaltnis- 
gewichts zahlen gewichts zahlen 
4° 67 1,75 76 2,0 
15° 56 1,5 63 1,7 
38 ° 48 1,25 48 1,25 
42° 38 1,0 38 1,0 
Darstellung dieses Versuches in Kurven. 
I. 


—+ bewich/szunahmein % 





Kurve 
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Kurve II. 
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Quellung des Muskels bei verschiedener Temperatur. 


Se 50 | 


& 


Le) 
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—+ Cowl scynahme ta 
tS 


70 | 


| 
——— 4 = 4 


I. Nach 1 Stunde. 


II]. Maximale Quellung. 














me ane 98 Temperolur 
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Versuch 2. 


Vergleich der Temperaturabhingigkeit der Quellung 
von frischem Muskel und 24 Stunden altem Muskel. 


Muskel vom Fuf des Schweins. 


a) Frischer Muskel in Ringer-Lésung. 











Tempe- Anfangs- Gewicht in g nach Gewichtszunahme in °/o nach 
gewicht 5 | 8 5 | 8 
ratur in g Stunden Stunden 
15° 0,185 0,205 | 0,213 11 | 15 
37° 0,157 0,160 | 0,163 2 | 4 
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b) 24 Stunden alter Muskel in Ringer-Lésung. 


LLL TD 








Tempe- Anfangs- Gewicht in g nach | Gewichtszunahme in °/o nach 
gewicht | 3 | 6 | @ 3 | 6 | 9g 
ratur in g Stunden Stunden 
15° | 0,165 | 0,209 | 0,211 | 0218] 27,5 | 29 32 
370 0,185 | 0,236 | 0,236 | 0,228] 27 | 27 23 











Der 24 Stunden alte Muskel quillt staérker, aber unab- 
hangig von der Temperatur. 


Versuch 2. 


Muse. cremaster vom Stier. 


Quellung in Ringer-Lésung und in Aqua dest. 





Te An- . : Gewichtszunah in °/ 
l'em- Gewicht in g nach ee a * 
fangs- nach 


P& Tgewicht] 1 | 2 | 4 | 6 1 {| 2/4 | 6 
ralur| in g Stunden Stunden 





Ringer-| 15° | 0,125 [0,179 0,176 0,170 0,162] 43 | 441 | 36 | 30 
lésung | 37° | 0,124 ] 0,147) 0,144 0,137/0,137| 19 | 16 | 10 | 10 
Aqua | 15° | 0,122 |0,209| 0,199 0,182| 0,179] 72 | 638 | 49 | 47 
dest. | 37° | 0,195 [0,169] 0,168 0,157/0,159] 35 | 34 | 26 | 27 























Nach 1 Stunde ist das Maximum erreicht. Die Quellung 
in Aqua dest. ist viel stirker als die in Ringer-Lésung. Die 
Temperaturabhingigkeit tritt in beiden Fallen scharf hervor. 

Die Versuche am quergestreiften Muskel ergeben, 
dafi wie beim Ligamentum Nuchae bei hoherer Tem- 
peratur eine schwichere Quellung erfolgt. Betrachtliche 
Unterschiede in der Quellungsgeschwindigkeit sind nicht nach- 


weisbar. 


II. Untersuchungen an der Niere. 


Zu diesen Versuchen wurde frische Niere von Meerschweinchen, 
Kaninchen, Schwein und Pferd sorgfaltig von sichtbarem Bindegewebe 
und Fett befreit. Die Priparation, besonders die der Marksubstanz, war 
sehr miihsam. Am leichtesten und schnellsten geht sie bei der Pferde- 
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niere von statten. Wie beim Muskel wurden Stiickchen von miglichst 


gleicher Form und médglichst gleichem Gewicht hergestellt, von denen 
gewohnlich je 5 zusammen in die Quellungsfliissigkeit gebracht wurden. 


Versuch 1. 
Niere eines Meerschweinchens, durch einen Liingsschnitt 


halbiert und durch Radiarschnitte so geteilt, daB jeder Teil 
Rinde, Mark und Papille enthilt. 


Ringer-Lésung. 








-| An- lead . Gewichtszunahme in °/o 
Tem Gewichtszunahme in g nach] ~ 


ai fangs- nach 
P& lgewichtl 3 | 6 | 9 | 12 | 2413) 6}|9/12) 24 
ratur] in g Stunden -° Stunden 





4° | 0,048 | 0,068 0,069. 0,069| 0,066'0,070| 41,6 | 43,6. 43,6. 37,5 46 
15° | 0,054 | 0,080 0,082 0,081 0,0800,081]48 52 50 48 | 50 
37° | 0,063 | 0,106 0,113 0,115 0,106 0,070] 68 | 79,5 82,668 8 
42° | 0,055 |0,099 0,106. 0,089 0,079'0,052] 80 92,6 62 | 43,6 —5 











Die Niere verhilt sich also in bezug auf die 
Temperaturabhiaingigkeit der Quellung umgekehrt wie 
der Muskel und das Ligamentum Nuchae. Sie quillt 
besser bei héherer Temperatur. Das Maximum in diesem Ver- 
such wird bei allen Temperaturen nach 6—9 Stunden er- 
reicht. Bei den hdheren Temperaturen folgt dann eine rasche 
Autolyse. 

Bezieht man die Gewichtszunahmen nach 3 Stunden und 
die maximalen Gewichtszunahmen auf die geringste Zunahme 
= 1, so kommt man zu folgenden Werten: 








| 
| 








Temperatur Gewichtszunahme Maximale 
nach 3 Stunden Gewichtszunahme 
4° 1 1 
15° 1.2 11 
37° 1,6 1,8—1,9 
eal 1,9 2,0 
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Quellung von Rinde und Mark der Schweinsniere. 
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Versuch 2. 











a) Rinde. 
RE NO A eS TT: LS 
An- Gewicht in g nach Gewichtszunahme in °/. nach 

Tempe- fangs- 

| gewicht] 3 | 6 9 12} 3 | 6 9 | 12 

ratur in g Stunden Stunden 

4° | 0,216 | 0,261) 0,266 0,270| 0,266] 21 | 23 | 25 | 23 

15° | 0,206 | 0,249 0,255) 0,257! 0,252] 21,5 | 24 | 25 | 22 

37° | 0,171 | 0,216 0,236 0,243 0,251] 26 | 38 | 42 | 47 

42° | 0,204 | 0,261 0,306 0,261 0,211] 28 | 50 | 28 | 3 











In Verhidltniszahlen: 
eee nee eeieemenneraemenemieeeememetemmeneanimeeitene nner 





T Gewichtszunahme | Maximale 
emperatur ae : 
nach 3 Stunden | Gewichtszunahme 
49 1,0 | 1,0 
15° | 1,0 | 1,0 
37° | 1,2 Be 
42° 1,3 2,0 
b) Mark. 


ag a SATIN a a as Tee aS es cL ca a ee 

















= An- Gewicht in g nach Gewichtszunahme in °/o nach 
l'empe- fangs- . 4 a | ae : 
atar (eewicht]! 3 | 6 | 9 | 12] 3B | 6 | 9 | 12 | 
in g Stunden Stunden 
4° | 0,119 | 0,144) 0,142) 0,135 | 0,124] 21 19 | 13 8 
15° | 0,118 | 0,137) 0,134) 0,128) 0,117] 16 4/8 |—1 
37° | 0,141 | 0,162) 0,155 0,150 0,138) 15 10 6 — 
42° | 0,124 | 0,140) 0,133| 0,127| 0,120] 13 7 | 25 |—3 











In Verhiltniszahlen: 
a A LL TR 
| Maximale Gewichtszunahme 








Temperatur 
nach 3 Stunden 
4° 1,61 
15° | 1,23 
37 9 | 1,15 
420 | 1,0 
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Po Nerenrinte 
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+ Gewlch szunahme in % 
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Rinde und Mark der Niere haben also eine ent- 
gegengesetzte Temperaturabhangigkeit der Quellung. 
Fiir die Rinde liegt das Quellungsmaximum bei hoher 


Temperatur. 


Versuch 3. 
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Darstellung dieses Versuches in einer Kurve. 


———— 








Rinde und Mark der Schweinsniere. 











Verhaltniszahlen. 
. Rinde. 
T Gewichtszunahme Maximale 
emperatur ee 
nach 4 Stunden Gewichtszunahme 
40 1,0 1,0 
15° | 1.0 1,2 
37° | 1,6 20 
\ 420 | 1,8 21 
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Mark. 
—EEE>E>E>E>E>EE—E———————————————————— 
Temperatur Gewichtszunahme Maximale 
nach 1 Stunde | Gewichtszunahme 

4° | 1,8 | 21 
15° 1,25 | 1,8 
37° | 1,33 | 1.33 
all | 1,0 | 1,0 


Versuch 4. 


Mark der Pferdeniere. 
| 





Temperatur Verhialtniszahlen der Maximalwerte 
4° 1,4 
15° 1,1 
37° 1,0 
42° 1,0 


Versuch 5. 
~ 
Rinde der Schweinsniere in Aqua dest. und Ringer-Lésung. 
nn ______________________________t 








Tem-| An- — . Gewichtszunahme in °/o 
- fangs- Gewicht in g nach anak 
Pe Isewicht] 1 | 3 | 6 | 9 1/3 }|6]49 
ratur| in g Stunden Stunden 
Aqua | 4° | 0,113 [0,197 0,201 0,198.0,194] 74 | 78 | 75 | 72 
dest. 37 ° 0,112 | 0,198 0,187 0,183 0,170 7 | 67 | 63 | 52 


Ringer-| 4° | 0,112 [0,132 0,143 0,1540,160] 18 | 28 | 38 | 42 
Losung | 370 | 0.112 10,141 0,153 0,1600,173] 26 | 37 | 43 | 55 














Die Quellung der Nierenrinde in Wasser ist bedeutend 
stiirker als in Ringer-L6ésung, wird aber von der Temperatur 


nicht beeinfluBt. 


Gottingen, 21. V. 1914. 
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Uber die Temperaturabhangigkeit der Goldzahl 
und der Viskositat kolloidaler Lésungen. 


Von 
L. Lichtwitz und A. Renner. 


(Aus der medizinischen Klinik zu Giéttingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Juni 1914.) 








I. Die Temperaturabhangigkeit der Goldzahl. 


Nach der von Zsigmondy angegebenen Methode der 
Bestimmung der Goldzahl wurde eine grofe Zahl kolloidaler 
Lésungen untersucht. ') 

Eine kalt bereitete Lésung einer durch Dialyse salzfrei 
gemachten Gelatine hatte folgende Goldzahlen: *) 


23° 35° 50° 
0,005 ccm 0,004 ccm 0,004 ccm 
Die gleiche Lésung nach 24 Stunden: 
20 250 30° 35° 40° 70° 


0,007—0,008 ccm 0,007 ccm 0,006ccm 0,005ccm 0,005 ccm 0,005 ccm 

Die Schutzkraft einer in der Kilte bereiteten Gelatine- 
ldsung nimmt mit steigender Temperatur zu. Die Zunahme 
ist keine stetige; die grote Anderung der Goldzahl erfolgt 
zwischen 25 und 35°. 

Von der gleichen, drei Tage alten Gelatineldsung wurden 
zwei gleich starke Verdiinnungen angesetzt, die eine mit Wasser, 
die andere mit Salzsdure, so daB die Lésung ®/100 war. 

Die Temperaturabhangigkeit der Goldzahl der sauren 
Gelatine war folgende: 

20° 30° 44)° 55° 70° 99° 
neutrale G, 0,007 ccm od — — — 
saure G. . 0,009 » 0,009ccm 0,009ccm 0,007ccm 0,006ccm 0,006ccm 


Also: die saure Gelatine schiitzt schlechter. Die Zunahme 
der Schutzkraft liegt bei der sauren Gelatine tiber 40°; zwischen 
55 und 70° ist eine deutliche Besserung feststellbar. Feinere 
Unterschiede der Farbenniiancen zwischen 20 und 40° sind 





1) Die Untersuchungen sind ausgefiihrt von A. Renner (Inaug.- 
Diss. G6ttingen 1913). 

*) Die in Kubikzentimeter ausgedriickten Goldzahlen sind die Mittel- 
werte von je 10 Bestimmungen, die nur wenig voneinander abweichen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCII. 8 
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vorhanden; sie zeigen, dafi auch in diesem Temperaturintervall 
ein Einflufi besteht. 

Die Goldzahlen einer ®/100-NaOQH-Gelatine : 

20° 60° 
0,006 cem 0,006 ccm 

Die Schutzkraft dieser Gelatine ist bei 20° hdher als die 
von neutraler Gelatine (vgl. Schulz und Zsigmondy).') Eine 
Zunahme der Schutzkraft mit der Temperatur ist nicht vor- 


handen. 
Die Goldzahlen einer kaltbereiteten Lésung von dialysiertem 


Serumalbumin: 
20° 44) ° 50° 70° 
0,003 cem 0,003 ccm 0,001 ccm 0,001 ccm 


Kin besonderes Interesse verdient die Tatsache, dab bei 
70° die Albuminlésung eine deutliche Triibung und dennoch 
eine bessere Schutzkraft zeigte als die klare Lésung von 40°. 
Die Schutzkraft hiingt also nicht allein von der Teilchengrife 
ab. Dali keine chemischen Umanderungen die Verbesserung 
bedingen, ist dadurch bewiesen, da bei raschem Abkiihlen 
auf 20° die Schutzkraft auf den alten Wert zuriickgeht. 

Diese Untersuchungen zeigen, daf die Schutzwirkung 
kolloidaler L6sungen mit steigender Temperatur zunimmt. Be- 
sonders auffallend ist, dali bei der Gelatine sowohl als bei dem 
Serumalbumin die Zunahme keine stetige ist. 

Zu einer Erkenntnis des Wesens der Temperaturwirkung 
reichen unsere Versuche nicht aus. 

Folgende Verdanderungen des kolloidalen Zustandes durch 
die Temperatur sind méglich: Anderung der Teilchengré8e 
durch feinere Aufteilung; Anderungen des Wassergehalts; Ande- 
rung der Geschwindigkeit der Teilchen; chemische Veriande- 
rungen im Molekiil (Hydrolyse oder dergl.). Der letzte Modus 
spielt bei der Gelatine und bei Temperaturen unter 50°, wie 
die Reversibilitat der Schutzkraftinderung zeigt, keine Rolle. 
Die Teilchengeschwindigkeit lJaBt sich vielleicht ultramikro- 
skopisch verfolgen. 

Unsere Untersuchungen tiber die Temperaturabhangigkeit 


') Hofmeisters Beitrage, Bd. 3, S. 137, 1902. 
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der Goldzahl geben keinen Aufschlu8 iiber die Theorie. Aber 
als biologisch interessante Tatsache sei hervorgehoben, dab 
in kolloidalen Losungen durch die Goldzahl nachweisbare Zu- 
standsinderungen in dem Intervall der Temperaturen, in dem 
die Lebensprozesse ablaufen (838—42°), erfolgen. 


Il. Die Temperaturabhangigkeit der Viskositat 
von kolloidalen Lésungen. 


Starke,!) Rossi,?) Bottazzi*) und White‘) haben 
iibereinstimmend an Eiweiflésungen, Serum, Plasma, Milch und 
Galle bei hOherer Temperatur eine geringere Viskositaét gefunden. 

Wir verwandien zur Messung der Viskositaét Ost waldsche Kapillar- 
viskosimeter, und zwar fiir diinne Lésungen feine Kapillaren, fiir kon- 
zentrierte grébere. Es wurden stets 6 Messungen vorgenommen. Die 
Temperatur wurde zu Beginn und zum Schluf eines jeden Versuches 
gemessen und der mittlere Viskositatswert auf die mittlere Temperatur 
bezogen. Der Fehler der Messungen betrug etwas weniger als 1°%/o. 

Zunachst wurde die Temperaturabhingigkeit der Visko- 
sitét des Wassers in 4 Viskosimetern bestimmt. In Tabelle I 
bedeuten die Zahlen die Durchlaufzeiten in Prozenten der 


Durchlaufzeit bei 15°. 




















Tabelle I. 

Temperatur | Viskosimeter | 
. | II. | oI | IV. 

5° =| 100 (100) | 100 100 =| S100 
20° 89 (89) | 89 89 89 
25° 79 (79) | 79 78 CO 79 
309 71 (71) | 71 70 | 71 
35° 64 (64) | 65 64 64 
40° 58 (58) | 59 58 58 
45 0 54 (54) 54 54 53 
50° | S50 (49) | 50 50 | 50 
55° «| 47 (46) CS 47 we | -_ 





1) Biochem. Zeitschrift, Bd. 37, S. 482, 1911. 

*) Arch. di Fisiolog., Bd. 1, S. 500, 1904; Bd. 2, S. 59%, 1905. 
3) Handb. d. vergl. Physiol., I, 1912. 

*) Arch. internat. de Physiol., IV. 


R* 
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Diese Werte stimmen gut itiberein. In der Kolonne I 
(eingeklammerte Zahlen) ist die Anderung des_ spezifischen 
Gewichtes mit der Temperaturinderung beriicksichtigt. Die so 
berechneten Werte zeigen Abweichungen, die innerhalb der 
Fehlerbreite liegen. Wir haben daher bei unseren Versuchen 
den Einflu&8 der Temperaturabhingigkeit des spezifischen Ge- 
wichts auf die Viskositét nicht beriicksichtigt. 


Versuche mit Serumalbumin. 


Mehrfach umgefialltes und durch Dialyse elektrolytfrei ge- 
machtes Albumin aus Pferdeserum. 





Tabelle IL. 
i 

Beobachtete Werte Umgerechnete Werte 

Sesion Durchlaufzeit on Durchlaufzeit | o/, 

in Sekunden in Sekunden 

15,1 64,5 15,0 64,7 100 
20,0 57,1 20,0 57,1 88 
24.6 51,1 25,0 50,7 79 
30,0 45,5 30,0 45,5 7 
35,1 40,8 35,0 40,9 63 
39,3 38,0 40,0 37,3 58 
44.8 34,2 45,0 34,0 52,5 
49,5 81,7 50,0 31,5 49 
57,0 28,0 55,0 29,0 45 














Die Viskositaét der Albuminlésung nimmt also mit steigender 
Temperatur ab. Und die Zahlen in Stab 5, verglichen mit 
Tabelle I, zeigen, daf die Temperaturabhingigkeit bei der 
Albuminlésung innerhalb der Beobachtungsfehler dieselbe ist 
wie bei reinem Wasser. Es ist also die Anderung der Visko- 
sitit mit der Temperatur in verdiinnten Albuminlésungen nur 
durch das Wasser und nicht durch das Kolloid bedingt. 

Ebenso verhilt sich menschliches Blutserum. 
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Tabelle III. 
—————————————————————————————— EE 











Beobachtete Werte Umgerechnete Werte 
—_— Durchlaufzeit — | = Durchlaufzeit | 
| in Sekunden | in Sekunden | in °%o 
15,7 | 1016 15,0 1032 | 100 
20,3 90,3 20,0 91,0 88 
24,7 81,0 25,0 80,4 78 
30,2 71,4 30,0 71,8 70 
35,3 64,3 35,0 64,9 | 63 
39,5 58,9 40,0 585 | 87 
44,3 541 45,0 | 53,5 | 52 
49,3 49,7 50,0 | 49,2 | 47 
58,9 | 42.5 55,0 | 45,2 | A 








Wasser hatte in diesem Viskosimeter bei 15° eine Durch- 
laufzeit von 57,8“... Das Wasser hat trotz einer viel geringeren 
Viskositat die gleiche Temperaturabhingigkeit (vgl. Tabelle I mit 
Stab 5 der Tabelle IIl). 


Tabelle IV. 

Fettreiches Blutserum vom Menschen, bei dem trotz des 
Fettgehalts durch eine groBe Zahl von Beobachtungen iiber- 
einstimmende Werte gefunden wurden. Die Viskositaét wurde mit 
steigender und dann mit fallender Temperatur untersucht. 

















Beobachtete Werte Umgerechnete Werte 
| Durchlaufzeit Durchlaufzeit 
Temperatur | in Sekunden Temperatur | in Sekunden | in %o 
16,8 106,6 15,0 1106 | 100 
25,8 86,3 25,0 88,1 80 
35,0 69,0 35,0 69,0 63 
45,2 57,5 45,0 57,7 52 
53,4 50,3 50,0 53,7 49 
63,8 45,9 60,0 | 47,7 43 
61,6 491 60,0 50,7 4A 
53,2 58,2 50,0 61,7 49 
36,9 77,4 35,0 | 80,6 64 
26,5 95,5 25,0 100,0 | 80 
16,8 145,6 . 1450 | 1256 #| ~~ 100 
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Bei der hohen Temperatur ist eine Zustandsanderung der 
Kiweiblésung (beginnende Koagulation) eingetreten, durch die 
die Viskositét zunimmt (Starke). Die Temperaturabhangigkeit 
der Serumviskositét ist beim Erwiérmen und beim Abkihlen 
die des reinen Wassers. 

Also auch im Blutserum ist die Veranderung der Zahig- 
keit mit der Temperatur allein durch das Wasser bedingt. 
Ebenso verhalten sich bekanntlich verdiinnte Salzldsungen. 
Man nimmt an, daB die Ionen mit einer Wasserhiille um- 
geben sind, so dafi die Reibung immer nur zwischen den 
Wasserteilchen stattfindet. Bei Hydrosolen von den von uns 
untersuchten Kolloidkonzentrationen wiirde diese Auffassung 
mit den Anschauungen iiber die Konstitution der L6sung eines 
reversiblen Kolloids iibereinstimmen. 

Nach Burton-Opitz nimmt bei defibriniertem Blut die 
Viskositiit mit steigender Temperatur starker ab als bei Wasser. 

Nach unseren Messungen ist die Viskositaétsinderung 
des Serums (= der des Wassers) im Fieber eine recht be- 
triichtliche, da zwischen 36° und 43° die Viskositét um 12°/o 


abnimmt. 


G6ttingen, 21. V. 1914. 
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Studien iiber Chymosin- und Pepsinwirkung. 
I. Mitteilung. 


Die Gerinnungsgeschwindigkeit als Ma8 der Chymosinmenge 
Von 


Olof Hammarsten. 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Juni 1914.) 


In den letzten Jahren habe ich meine Untersuchungen 
uber Pepsin- und Chymosinwirkung fortgesetzt. Ich habe dabei 
meistens mit reinen Caseinlésungen gearbeitet und namentlich 
die Art und Menge der unter verschiedenen Verhiiltnissen, ins- 
besondere bei verschiedenem Siiuregrade, entstehenden Produkte 
untersucht. Hierbei schien es mir von ganz besonderem In- 
teresse zu sein, die fraglichen Produkte bei aufgehobener Paral- 
lelitit der beiden Enzymwirkungen zu studieren, und ich habe 
dementsprechend wiederholt Lésungen von starker Pepsin- und 
schwacher Chymosinwirkung mit solchen, die umgekehrt starke 
Chymosin- und schwache Pepsinwirkung zeigten, verglichen. 

Nun kann man bekanntlich die Parallelitaét der beiden 
Enzymwirkungen leicht in verschiedener Weise aufheben; um 
aber den Grad der mangelnden Parallelitit zu bestimmen, ist 
man auf der einen Seite auf die Pepsinproben und auf der an- 
deren auf die Milchgerinnungsprobe hingewiesen. Man kann 
also noch nicht die Versuche mit Milch ginzlich entbehren, 
und aus dem Grunde war ich wiederholt genétigt, Gerinnungs- 
versuche mit Milch auszufiihren. Hierbei stiel} ich indessen 
auf so unerwartete Verhialtnisse beziiglich des sogenannten 
Zeitgesetzes, dai ich mich veranla{t sah, meine Hauptunter- 
suchungen einige Zeit ruhen zu lassen, bis ich das sogenannte 
Zeitgesetz in einigen Hinsichten hatte priifen konnen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCII. 4] 
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Es ist eine langstbekannte Tatsache, daf bei Gerinnungs- 
versuchen mit sehr kleinen Enzymmengen, also bei langerer 
Versuchsdauer, eine zerstOrende Einwirkung der Bruttemperatur 
auf das Lab hervortritt.!) Van Dam?) erklart dies durch die 
Annahme, da die Hydroxylionen der Milch auf das Enzym 
schédlich wirken und dasselbe sogar vernichten kénnen. Dies 
soll wenigstens bei Gegenwart von sehr kleinen Enzymmengen 
geschehen, und starker in dem Mabe, wie die Temperatur héher 
ist. Infolge dieser vernichtenden Wirkung der Hydroxylionen 
auf die Enzymmolekiile soll bei Gegenwart von nur wenig En- 
zym die Gerinnungszeit bei Korpertemperatur kein sicheres 
MaB der Enzymmenge sein. Wenn man zwei Enzymlésungen 
von wesentlich verschiedener Starke mit derselben Milch priift, 
kann dementsprechend die Relation zwischen den Gerinnungs- 
zeiten eine ganz andere bei niedrigerer Temperatur als bei 
Korpertemperatur werden, und nach van Dam kann sogar die 
fermentiirmere LoOsung absolut rascher, also in kiirzerer Zeit, 
bei niedriger als bei héherer Temperatur wirken. Um diese 
Verhiiltnisse zu beleuchten, erlaube ich mir, den van Dam mit- 
geteiltlen Versuch mit Kalbsmageninfusion als Beispiel an- 
zufthren. 

Zu dem Versuche diente teils die zur teilweisen Zer- 
stérung des Enzyms nach meinem Verfahren einige Zeit er- 
wirmte und teils die nicht erwiirmte, also unveranderte Infusion. 
Das Resultat war folgendes: 


Bei 37° C. Bei 25,5° 
Nicht erwarmt: 75 Sekunden Nicht erwirmt: 166 Sekunden 
Erwirmt: 4 Stunden Erwiarmt: 99 Minuten 


Die Relation zwischen den Gerinnungszeiten war also bei 
37° C.= 75 : 14400 =1 : 192 und bei 25,5° C.= 166 : 5940 
= 1:36. Nach den Koagulationszeiten zu urteilen, erwies sich 
also die erwarmte Infusion bei 25,5° C. etwa 5 mal so reich 
an Enzym als bei 37°C. Auffallenderweise gerann auch die 
Probe mit erwirmter Infusion absolut rascher, d. h. in kiirzerer 


') Man vgl. hieriiber unter anderen E. Fuld, Hofmeisters Bei- 
triige, Bd. 2, 1902, S. 169. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 64, 1910, S. 316. 
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Zeit (99 Min.) bei 25,5° C. als bei 37° C. (240 Min.), wiihrend 
sonst die Gerinnung bei niedrigerer Temperatur regelmafig ab- 
solut langsamer als bei hdherer verliuft. 

Diese Beobachtungen von van Dam und seine Ansicht tiber 
die schadliche Wirkung der Hydroxylionen der Milch haben 
mich veranlaft, sowohl bei Wiederholung einiger dlterer Ver- 
suche mit Milch und sauren Infusionen wie auch bei der Aus- 
fiihrung neuerer Versuche, die Chymosinwirkung durch Milch- 
versuche sowohl bei Kérpertemperatur wie bei niedrigeren Tem- 
peraturgraden zu priiffen. Hierbei bin ich zu Resultaten ge- 
kommen, welche zeigen, daBh die Verhiiltnisse mehr verwickelt 
sind, als man auf Grund der Annahme von van Dam 
glauben sollte. 

Die obigen Versuche von van Dam wurden teils mit sauren 
Loésungen von gereinigtem Schweinsenzym und teils mit einer 
sauren Kalbsmageninfusion ausgefiihrt. Nun soll aber nach 
Gewin und van Dam’) das gereinigte Schweinsenzym in seiner 
Wirkung nicht dem Zeitgesetze folgen, und die mit solechem 
Enzym ausgefiihrten Versuche konnen also nicht fiir das Ver- 
halten des Kalbsenzyms mabgebend sein. Der Versuch von 
van Dam mit Kalbsmageninfusion betraf dagegen teils die nor- 
male und teils die durch vorgiingige Erwiirmung veriinderte In- 
fusion, in welcher die Parallelitat zwischen Pepsin- und Chy- 
mosinwirkung dermafen aufgehoben war, dafi fiir die Pepsin- 
verdauung nach Mett die Relation 1: 4,8 und fiir die Gerinnungs- 
zeiten die Relation 1:+20 gefunden wurde. Da hier also die 
Wirkungen einer normalen und einer veranderten Infusion ver- 
glichen wurden, kann man keine allgemein giiltigen Schliisse 
aus diesem Versuche ziehen. Es war vorerst notwendig zu 
wissen, wie eine und dieselbe normale Infusion in verschieden 
starker Verdiinnung bei verschiedenen Temperaturen wirkt, denn 
erst wenn man die wirkliche Relation zwischen den Enzym- 
mengen in zwei !nfusionen kennt, ist es mdglich zu sagen, ob 
die bei héherer oder die bei niedrigerer Temperatur beobach- 
teten Gerinnungszeiten dem wahren Enzyingehalte am besten 
entsprechen. 





') Vgl. van Dam, l. ¢., S. 324. 
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In dieser Hinsicht findet man bei Fuld?) die Ansicht aus- 
gesprochen, «daf auch unterhalb von 15° die Wirkungsgeschwin- 
digkeit des Labs seiner Masse direkt proportional ist, daf diese 
Proportion auch fiir beliebig kleine Labdosen und beliebig lange 
Zeiten keine Einschrinkung erfihrt und da die bei Brutwirme 
beobachteten, abweichenden Resultate ihre natiirliche und zu- 
reichende Erklérung finden in der bereits von Hammarsten 
entdeckten, oftmals bestitigten Zerstérung des Labs durch lingere 
EKinwirkung einer solchen Temperatur>. 

Nach Fuld wiirde also das Zeitgesetz volle Geltung so- 
gar bei Temperaturen unter 15°C. haben, und selbst bei beliebig 
kleinen Labmengen wtirde man wohl also bei niedrigeren Tem- 
peraturen mehr zuverlissige Resultate beztiglich der Bestim- 
mung der Labmengen als bei Brutwirme erhalten. In den Ver- 
suchen, welche Fuld zugunsten seiner Ansicht anfihrt, trotz- 
dem sie eigentlich zu einem anderen Zwecke angestellt waren, 
kann ich indessen keine Beweise fiir dieselbe finden, und meine 
spiter anzuftihrenden Versuche stehen alle in dem grellsten 
Widerspruche zu derselben. In demselben Aufsatze fiihrt Fuld 
auch einen Versuch an, welcher gegen seine Ansicht spricht. 
Nach dem Zeitgesetze soll bekanntlich das Produkt von Lab- 
menge und Gerinnungszeit eine Konstante sein, und er hat nun 
in einem Versuche (Vers. 8, S. 184) diese Konstante bei ver- 
schiedenen Temperaturen und etwas verschiedenen Enzym- 
mengen bestimmt. Zwischen 30 und 44° C. fand er nun in 
der Tat dieses Produkt konstant. Bei 25,05° schwankte es 
ein wenig, zwischen 51 und 56, und bei 20° war es inkonstant. 

Abgesehen von diesem Versuche von Fuld und dem oben 
erwiihnten Versuche von van Dam habe ich in der mir zugiing- 
lichen Literatur keine Angaben iiber die Einwirkung von ver- 
schiedenen Temperaturen auf das Zeitgesetz bei verschiedenem 
Enzymgehalte (Kalbsenzym) gefunden, und ich fand es deshalb 
notwendig, diese Frage zu prifen. 

Schon meine ersten Versuche in dieser Richtung ergaben 
indessen ganz unerwartete Resultate, indem sie zeigten, dab 
die Gerinnung bei niedrigeren Temperaturen dem Zeitgesetze 


') Hofmeisters Beitrage, Bd. 2, 1902, S. 177. 
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nicht horcht und daf man, wenn man die Enzymmengen aus 
den Gerinnungszeiten bei niedrigeren Temperaturen (auch bei 
Zimmertemperatur) berechnet, regelmifig zu hohe Zahlen im 
Vergleiche zu den nach dem Verdiinnungsgrade zu erwartenden 
erhalt. Da dies vielleicht etwas unwahrscheinlich klingt, will 
ich schon hier, bevor ich zu den mehr detaillierten Versuchen 
iibergehe, die Resultate einiger orientierenden Versuche als Bei- 
spiele anfiihren. 

Eine saure, durch Dialyse gegen destilliertes Wasser neutral 
gewordene Kalbsmageninfusion, welche 0,075°/o feste Stoffe ent- 
hielt, wurde mit Chlorwasserstoffsdure auf den Saéuregrad 0,2°/o 
HCl gebracht. Von dieser Infusion wurde 1 Volumen mit 5 Vo- 
lumen Chlorwasserstoffséiure von 0,2°/o HC! verdiinnt, sodab 
beide Lésungen denselben Séuregrad, aber die Enzymmengen 
bezw. 1 und '/, hatten. In den Gerinnungsversuchen kam, 
wie in allen in diesem Aufsatze mitgeteilten Versuchen, 1 ccm 
Enzymlésung auf je 10 ccm Milch. Die Gerinnungszeiten bei 
den verschiedenen Temperaturen waren folgende: 


16.5° C. 24° (, 38° C. 
1 24 Min. 105 Sek. unbestimmbar < 15 Sek. 
1'6 D6 > 430 >» 60 >» 


Bei 38° C. wirkte die Lésung 1 so rasch, dah ich die 
Zeit nicht feststellen konnte, allem Anscheine nach war aber 
die Relation hier ziemlich nahe 6:1. Bei 24° war sie dagegen 
gleich 4,1: 1 und bei 16,5° gleich 2,3: 1. Geht man von den 
Gerinnungszeiten aus und berechnet den Enzymgehalt nach 
dem Zeitgesetze, so findet man also sowohl bei 24° wie be- 
sonders bei 16,5° einen fehlerhaften und zwar einen zu hohen 
Enzymgehalt in der verdiinnten Lésung. 

Ein anderes Beispiel ist folgendes. Hier wurde eine In- 
fusion mit 0,2°/o HCl und 0,070°/o festen Stoffen mit Salz- 
siure von 0,2°/o verdtinnt, sodah die Enzymmengen resp. 1, 
‘'4 und !/15 waren. Die Gerinnungszeiten waren folgende: 


20° C. Produkt p. t. 39° C, Produkt p. t. 
1 20 Min. 20 unbestimmbar — 
tN, 33. > 8,3 30 Sek. 30 


tg “4 3.2 120 >» 30 
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Bei 39° C. folgten also die beiden Enzymlésungen 1/4 und 
116 dem Zeitgesetze, wiihrend dies bei 20° C. garnicht der 
Fall war. Das Produkt Enzymmenge X Gerinnungszeit war bei 
39° C. eine Konstante, wihrend es bei 20° vollsténdig inkon- 
stant war. Berechnet man die relativen Enzymmengen aus den 
bei 20° C. beobachteten Gerinnungszeiten, so kommt man zu 
dem kolossal fehlerhaften Resultate, daB in der unverdiinnten 
und der am stiarksten verdiinnten Infusion die Enzymmengen 
wie 2,55:1 statt wie 16:1 sich verhielten. 

Daf die Gerinnungszeiten bei héherer Temperatur, 37 
bis 40° C., abnorm verliangert werden k6nnen, ist leicht ver- 
stiindlich infolge der Empfindlichkeit des Chymosins gegen 
h6here Temperaturen. Die Annahme von van Dam, daf die 
Hydroxylionen der Milch hierbei als schiidigendes Agens wirken, 
ist auch eine sehr zusagende. Daf aber die Gerinnungszeiten 
bei niedrigerer Temperatur zwar absolut verlingert sind, aber 
relativ so stark abgekiirzt werden k6nnen, da z. B. eine auf 
116 verdiinnte Lésung bei 20° C. die Gerinnung in derselben 
Zeit hervorbringt, die man bei Verdiinnung auf nur !/2—1?/s 
zu erwarten hatte, ist dagegen so auffallend und schwer- 
verstiindlich, daB ich erst an der Richtigkeit meiner Beobach- 
tungen zweifelte. Aus diesem Grunde und da es klar ist, dal 
die obigen Beobachtungen, wenn sie bei fortgesetzter Priifung 
weitere Bestiitigung finden wiirden, fiir die Anordnung gewisser 
Arten von Gerinnungsversuchen, namentlich fiir die Feststellung 
des Grades von aufgehobener Parallelitiéit zwischen Chymosin- 
und Pepsinwirkung, von grofer Bedeutung sein mubten, ent- 
schloB ich mich dazu, diese Frage zum Gegenstand einer be- 
sonderen Untersuchung zu machen. 

Die oben als Beispiele mitgeteilten Versuchsresultate 
beziehen sich nur auf saure Infusionen, und es war deshalb 
notwendig, auch mit neutralen Infusionen zu arbeiten. Es ist 
ferner zu beachten, daf, wenn man eine saure Infusion mit 
Salzsiiure von entsprechender Stirke oder eine neutrale mit 
Wasser verdiinnt, der Gehalt an festen Stoffen mit steigender 
Verdiinnung immer mehr abnimmt, und daf dies vielleicht 
nicht ohne Einwirkung auf das Resultat ist. Es war also 
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winschenswert, die Einwirkung von Verdiinnung mit der durch 
Erhitzen unwirksam gemachten neutralen oder sauren Infusion 
statt Verdiinnung mit Wasser oder Siure zu priifen. Man 
kénnte ferner denken, daf die Entfernung gewisser Bestand- 
teile einer Infusion durch Dialyse derselben nicht ohne Einfluf 
wire, um so mehr als, wie ich gefunden habe, die Relation 
zwischen Pepsin- und Chymosinwirkung bei der Dialyse gegen 
destilliertes Wasser eine andere als bei Dialyse gegen Wasser- 
leitungswasser wird. 

Es war also notwendig, die Versuchsanordnung in ver- 
schiedener Weise zu variieren; der Ubersichtlichkeit halber 
verteile ich aber die Versuche auf zwei Hauptgruppen, die mit 
neutralen und die mit sauren Infusionen. Immer ging ich von 
sauren Kalbsmageninfusionen aus, die in der von mir bei friiheren 
Gelegenheiten angegebenen Weise bereitet waren. Ich will 
nur hinzufiigen, dai ich, infolge der schiidigenden Einwirkung 
der Verdauung auf die Chymosinwirkung, die Infusionen immer 
in einem kalten Zimmer unter Vermeidung jeder Erwarmung 
auf Bruttemperatur bereitet habe. 


I. Versuche mit neutralen Infusionen. 


Man kann die Neutralisation in zweifacher Weise aus- 
fiihren, nimlich durch Neutralisation mit verdiinntem Alkali 
und durch Dialyse gegen destilliertes Wasser (bei Gegenwart 
von Toluol), bis die Infusion neutral geworden ist. Neutrali- 
sation mit CaCQ, ist ausgeschlossen, weil das hierbei gebrldete 
CaCl, bei den folgenden Verdiinnungen das Resultat der Ver- 
suche zu sehr stort. Gegen die Neutralisation mit NaOH hat 
mar. von einigen Seiten eingewendet, daf das Alkali schidigend 
auf das Enzym einwirken sollte. Dies gilt aber wenigstens 
nicht fiir das Kalbsenzym, denn solche neutralisierte Infusionen 
(mit Toluol versetzt) kénnen nach der Erfahrung von mir und 
auch von Hedin ihre milchkoagulierende Wirkung monatelang 
bewahren. Ubrigens war es, gerade mit Riicksicht auf die 
von einigen Seiten behauptete schidliche Wirkung von der 
Neutralisation mit Alkali, von Interesse, die Wirkung sowolil 
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der durch Dialyse wie der durch Alkalizusatz neutralisierten 
Infusionen zu studieren. 

Eine durch Alkali neutralisierte, klar filtrierte, aber nicht 
dialysierte Infusion, welche also sowohl NaCl wie Eiweif ent- 
hilt, triibt sich beim Sieden oder bei anhaltendem Erhitzen 
auf zwischen 80 und 90° und setzt dann allméhlich einen 
Niederschlag ab, welcher die Versuche kompliziert und am 
besten abfiltriert wird. Die erhitzte Infusion hat folglich eine 
andere Konzentration als die urspriingliche und eignet sich 
also nicht als Verdiinnungsmittel derselben. Aus dem Grunde 
habe ich auch in den Versuchen mit durch Alkalizusatz neu- 
tralisierten Infusionen als Verdiinnungsmittel nur destilliertes 
Wasser benutzt. Die neutralisierten, verdiinnten wie unver- 
diinnten Lésungen wurden stets mit Toluol versetzt; durch 
Kontrolleversuche ohne Toluolzusatz habe ich mich aber davon 
iiberzeugt, dafi das Toluol keine besondere Wirkung ausiibte. 

Bei rascher Gerinnung gesteht die Milch bekanntlich fast 
wie mit einem Schlage zu einer festen Masse, und der Zeit- 
punkt der Gerinnung ist in diesem Falle, wenn die Gerinnung 
nicht zu rasch verliuft, leicht zu bestimmen. Bei Gegenwart 
von nur kleinen Enzymmengen und bei niedriger Temperatur 
gerinnt die Milch langsamer, und bevor sie fest wird, kann 
man ein Stadium beobachten, wo sie eine mehr dickfliissige, 
feinkérnige Masse darstellt, die bei leisen Bewegungen des 
Rohres als eine feinkérnige Masse lings der Wand des Rohres 
herabflieBt. Dann wird sie breiig, grobkérnig und nach noch 
einiger Zeit wird sie fest oder zeigt jedenfalls (bei sehr lang- 
samer Gerinnung) grobe, kompakte Klumpen. In solchen Fallen 
ist es, wenigstens fiir mich, nicht méglich, den Zeitpunkt der 
Gerinnung genau festzustellen, und als Gerinnungsmoment habe 
ich deshalb den Zeitpunkt gewdhlt, wo die Milch eine griesige 
Masse darstellt, welche nach leisen Bewegungen des Rohres 
als grobkérnige oder flockige Klimpchen der Wand des Rohres 
anhaftet. Die von mir in den folgenden Tabellen angegebenen 
langen Gerinnungszeiten sind also nicht exakt; auf der anderen 
Seite ist aber in diesen Fallen eine Fehlbestimmung von 5 bis 
10 Minuten oder sogar mehr meistens ganz ohne Belang. 
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Ubrigens habe ich selbstverstiindlich bei langsamer Gerinnung 
mich immer davon iiberzeugt, daf eine Gerinnung durch Siure- 
bildung ausgeschlossen war. 

In der folgenden Tabelle I habe ich drei Versuche mit 
durch Alkalizusatz neutralisierten Infusionen zusammengestellt. 
Der Enzymgehait der unverdiinnten Lésung ist als 1 bezeichnet 
und die verschiedenen Verdiinnungsgrade sind ohne weiteres 
verstandlich. Wie oben bemerkt, kam immer 1 ecem Infusion 
auf je 10 cem Milch. Beob. bedeutet die beobachtete Ge- 
rinnungszeit und Ber. die aus der Gerinnungsgeschwindigkeit 
der Probe 1 und den bekannten Verdiinnungsgraden zu be- 
rechnende Gerinnungszeit. Prod. p.t. ist das Produkt von Enzym- 
mengen p. und Gerinnungszeit t. Die neutralisierte und filtrierte 
Infusion von dem Enzymgehalte 1 enthielt im Versuche 1: NaCl 
0,099°/o und tibrige Stoffe 0,110°/o. Im Versuche 2 waren die 
entsprechenden Zahlen 0,056 und 0,138°/o, und im Versuche 3 
bezw. 0,160 und 0,315 °/o. 








Tabelle 1. 
FC ____ |] 
200 Temp. 26.5° C. Temp. 39,5° C. 
nin Oe ee. Red a; niente 
1 Beob.| Ber. | Prod. | Beob.| Ber. | Prod. | Beob.| Ber. | Prod. 
Min. | Min. | p.t. | Min. | Min. | p.t. | Min. | Min. | p.t. 
a1] 55 | — | 58 S| — | 6 15) — | 15 
= % 92 | 220) 23 21) 382) 5B] 55) 6 | 14 
E the | 120 | 880| 7,5] 41 | 128 | 26] 22 | 2 | 14 
N | 
5S ‘Yea | 350 | 3520| 55] 113 | 512 | 18 | 81 | 96 | 13 
Temp. 20° C, Temp. 26,5° C. Temp. 39,5° C. 


Versuch] | iv - 
9 Beob.| Ber. | Prod. | Beob.| Ber. | Prod. | Beob.| Ber. | Prod. 
Min. | Min. | p.t. | Min. | Min. | p.t. | Min. Min. | p.t. 





1} 5¢| — | 54 | 10] — | 10 35| — | 36 
= s/s 70 | 108 | 38 1 | 20/ 75] 7 7 | 35 
& % | 88 | 216) 22 | 28 | 40) 70] 14 | 14 | 35 
Se | 129 | 432] 161] 50 | 80 63] 28 | 28 | 35 
5 the | 183 864 | 11.4 87 = 160 5,4] 56 56 | 3,5 











‘Is2 | 275 | 1728 8.6 | 141 | 320 44 ]114 | 112 3,6 
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a 


Versuch| _Temp. 20° ©. Temp. 26,5° C. Temp. 38,5° C. 








Beob.| Ber. | Prod. | Beob.| Ber. | Prod. | Beob.| Ber. | Prod. 


Min. Min. | p.t. | Min. | Min. | p.t. | Min. | Min. | p.t. 























« ae a | 85 5| — | 5 05| — | O5 
= | 58 | 140] 145] 9 | 20/ 23 2 2) 05 
E ‘te | 82 | 560| 51] 20) 80) 13 7,5| 8 | 0,47 
S the | 136 | 2240) 21] 52 | 320] 081] 29 | 32 | 045 
tse] 290 | 8960) 1,1] 134 1280] 0,53] 108 | 128 | 0,42 


Aus der Tabelle ersieht man, daB bei 38,5 bezw. 39,5° C. 
die Gerinnung in den Versuchen 1 und 3 ziemlich genau 
und in dem Versuche 2 genau dem Zeitgesetze folgt. Ganz 
anders liegen aber die Verhaltnisse bei niedrigeren Tempera- 
turen, Hier sind die Abweichungen von dem Zeitgesetze sehr be- 
deutend, und zwar bedeutender bei 20° als bei 26,5°. Dies 
ersieht man sowohl bei einem Vergleiche der berechneten mit 
den beobachteten Gerinnungszeiten wie bei einer Betrachtung 
des Produktes p. t. Bei Bruttemperatur ist dieses Produkt eine 
Konstante oder anniihernd eine solche, wahrend es bei den 
niedrigeren Temperaturen eine stetig abnehmende Zahl ist. Bei 
einem bestimmten Enzymgehalte der Lésung nimmt die abso- 
lute Gerinnungszeit mit abnehmender Temperatur zu, die rela- 
tive Gerinnungszeit dagegen ab. So sind z. B. in dem Versuche 2 
bei dem Enzymgehalte 4/16 die absoluten Gerinnungszeiten bei 
den Temperaturen 39,5°, 26,59 und 20° C. resp. 56, 87 und 
183 Minuten. Dagegen ist die Gerinnungszeit bei 39,5° gerade 
16, bei 26,5° nur 8,7 und bei 20° C. nur gegen 3!/2mal so 
lang wie bei dem Enzymgehalte 1. Wollte man aus den ge- 
fundenen Gerinnungszeiten den Enzymgehalt bei der starksten 
.Verdiinnung, verglichen mit dem Enzymgehalte 1, berechnen, 
so wiirde man im Versuche 1 bei 26,5° die Zahl !/14 und bei 
20° die Zahl '/6,4 statt 1/64 finden. Im Versuche 2 findet man 
bei 26,5° die Zahl !/14 und bei 20° die Zahl 3/5 statt 1/32 und 
im Versuch 3 resp. 3/27 und rund '/s statt 1/256. 

Bei Bruttemperatur erhiilt man viel bessere Zahlen, néimlich 
im Versuch 2 fast die richtige Zahl !/s2, im Versuch 1 die Zah! 
1/5, statt 1/64 und in Versuch 3 die Zahl !/216 statt 4/256. Die 





Studien iiber Chymosin- und Pepsinwirkung. I. 129 
Gerinnungszeiten bei Bruttemperatur gaben also eine richtige 
oder jedenfalls eine viel richtigere Vorstellung von den wahren 
Enzymmengen als die bei niedrigeren Temperaturen beobachteten 
Gerinnungszeiten, welche eine ganz fehlerhafte Vorstellung von 
den Enzymmengen in den verdiinntesten Lésungen gaben. Be- 
merkenswert ist es, dai eine schidigende Wirkung der hohen 
Temperatur, 38,5—39,5°, auf die kleinen Enzymmengen in den 
verdiinntesten Losungen in diesen Versuchen nicht zum Vor- 
schein kam. Im Gegenteil trat in den Versuchen 1 und 3 bei 
Bruttemperatur die Gerinnung in den enzymiirmsten Proben 
sogar etwas friiher auf, als man zu erwarten hatte. Ahnliches 
habe ich, wie die folgenden Tabellen zeigen werden, auch in 
anderen Versuchen beobachtet, wihrend in andern Fallen die 
hemmende Wirkung der Bruttemperatur stark zum_ Vor- 
schein kam. 

Eine saure Kalbsmageninfusion, von dem Siiuregrade 
0,2—0,25 °/o HCl, kann durch Dialyse in Pergamentpapier- 
schliiuchen gegen hinreichend viel destilliertes Wasser und bei 
2maligem Wechseln wiihrend des Tages im Laufe von 2—3mal 
24 Stunden neutral werden, wenn man nicht zu viel Infusion 
in den Schlauchen hat. Wiéahrend der Dialyse scheidet sich 
regelmabig eine Fallung aus, die ich abfiltrierte. Diese Fil- 
lung ist reich an Enzym, so daf die dialysierte und filtrierte, 
neutrale Infusion regelmébig schwiicher wirkt als die einfach 
neutralisierte Infusion. Diese Abschwiichung betrifft nicht in 
gleich hohem Grade die Enzymwirkungen, und man kann in 
dieser Weise, wie Rakoczy') gezeigt hat, die Parallelitiit der 
Pepsin- und Chymosinwirkung aufheben. Eine durch Dialyse 
neutral gemachte Infusion ist regelmabig arm an festen Stoffen, 
0,03—0,08°/o, und sie kann, ohne sich zu triiben oder in 
anderer Weise sichtbar sich zu verandern, zum Sieden erhitzt 
werden. Dementsprechend kann eine solche, durch Erhitzen 
unwirksam gemachte Infusion als Verdiinnungsmittel statt 
Wasser dienen. Ich erhitzte gewodhnlich die Infusion 20 Mi- 
nuten bei 83—87° C. in einem geschlossenen Gefiibe, um die 
Verdunstung von Wasser zu verhindern, und kontrollierte die 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 68, S. 421. 
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Unwirksamkeit der erhitzten Infusion mit Milch. Um Wieder- 
holungen zu vermeiden, erwiéhne ich schon hier, daf ich die 
sauren Infusionen (vgl. unten) in derselben Weise unwirk- 
sam machte. 

In den in der Tabelle 2 zusammengestellten Versuchen 
wurde also die unverdiinnte neutrale Infusion auf der einen 
Seite mit Wasser und auf der anderen mit der unwirksamen 
Infusion gleich stark verditinnt. Die Gerinnungszeiten der mit 
Wasser verdiinnten Proben findet man unter W Beob. und 
diejenigen der mit unwirksamer Infusion verdiinnten unter JBeob. 
angegeben. Im tbrigen diirfte die Tabelle ohne weiteres ver- 
stiindlich sein. Der Gehalt an festen Stoffen in der unverdiinnten 
Infusion (Enzymgehalt 1) war im Versuche 1 = 0,045°/o, 
in Nr. 2 = 0,028°/o, in Nr. 3 = 0,047°/o und in Nr. 4 = 
0,060 °/o, 


Tabelle 2. 
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ame Temp. 20° C, Temp. 26,5° C. Temp. 38° C, 
: Ww J W ;|.. te | J | 
such Prod Prod | Prod 
| Beob. Ber. Beob. ~~" |Beob. Ber.| Beob.) ‘ [Beob. Ber. Beob.| 
Min. Min. Min. p. t. | Min. | Min.) Min. | p.t. |Min. Min. Min. |p. t. 
= 1 49|— | 49| 49 fiw} 2) 9 1j)—/ 1 | 10 
Sis | 74 196 74) 185 | 10 | 28] 10) 25 3 | 4] 3 | 0,75 
— ie | 10% 784 100 64 | 22 |112) 20 14 10,5; 16 | 95) 0,6 
© ilog | 172 3136 162 2,.7—25] 62 | 448) 54 0,97-0,94] 38 | 64 | 32 |0,6—0,5 
— Temp. 20° C. Temp. 26,5° C. Temp. 39° C. 
such 1 a J W | J _ w | J * : 
»  |Beob. Ber. Beob. Prod. Beob.' Ber. Beob.' roc. |Beob. Ber. Beob. = 
~ | Min. Min. Min.) p.t. | Min. Min.) Min, p.t. | Min. Min.) Min.|  p. t 
= 1 ]113|—| 118] 118 | 12}—| 19] 12 35|—| 3,5| 3,5 
='), | 136 | 226 139! 68 21) 24/ 21) 105 | 7 lal 7) 3, 
= 44 | 168 | 452/170) 44 33 48) 34) 84 | 15 | 14/15 | 3,75 
1, | 220 904 218) 27,5 | 59 | 96) 60) 74 | 34 | 28 | 34 | 4,25 
a 304 11808 305 | 19.0 | 1041192! 107) 66 |71 | 56) 72 | 45 
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Ver Temp. 20° C. Temp. 26° C. Temp. 40° C. 
such WwW J Sins Ww J Pr d W J p 
g | Beob./ Ber. | Beob. P°"" 1Beob. Ber. Beob. *'°°* |Beob. Ber. Beob. * T°" 
~ | Min. Min. Min. p. t. | Min. Min. Min. p.t. | Min. Min. Min. |p. t. 
= 1] 19] —| 19) 19 &i~| @| 4 15|— | 1,5] 1,5 
Site | 29] 76 29/| 725 | 10 | 16 10} 25 5 | 6] 5 | 1,25 
Ftis | 66 | 304, 66/ 415 |] 81 | 6 31] 19 |19 | 24/19 | 1,19 
= ts | 180 1216 180 28 | 96 256 96 15 | 85 | 96! 8% | 13 
Vox: Temp. 20° C. Temp. 26,5° C. Temp. 38° C. 
such | W J | poa |. in, Ee ae 
, |[Beob. Ber. Beob, “'°° |Beob. Ber. Beob. °'°" |Beob. Ber. Beob. °'° 
Min. |Min.| Min. p.t. |Min.|Min Min. p.t. [| Min. Min. Min.  p. t. 
oe 3d | — 35 | 35 5|— | 51 6 Nicht bestimmt 
2, | 52/140 52) 13 8) 20 8/ 2 1,25) — | 1,25) 1,25 
=t6 1 72| 560, 72) 45 | 13/ 80 13! 081 | 45! 5] 45) 1,13 
J fos | 108 [2240 108 1,7 | 35 320 34! 055 417 | 20/17 1,06 
= 1455] 240 (8960 236, 0,9 | 108 1280 103 04 {8% | 80 69 13-108 


Das Hauptresultat, welches bei dieser Versuchsanordnung 
dasselbe, wie bei Neutralisation mit Alkali war, ist ohne wei- 
teres aus der Tabelle ersichtlich. AuBerdem enthilt aber die 
Tabelle einige andere Beobachtungsresultate, die ich etwas be- 
sprechen mubf. 

In allen, in diesem Aufsatze besprochenen Versuchen 
wurde zu 10 ccm der vorerwiirmten Milch 1 ccm der Enzym- 
ldsung (von Zimmertemperatur) zugesetzt und dann moglichst 
genau gemischt. [Ks ist klar, dab bei solcher Versuchsanord- 
nung die bei sehr rascher Gerinnung beobachteten Gerinnungs- 
zeiten nicht ganz exakt sein kinnen, trotzdem sie mit einer 
Rennuhr bestimmt wurden. Zwei oder mehrere Doppelbestim- 
mungen geben nicht immer ganz dasselbe Resultat, und man 
mufs die Mittelzahl nehmen. Aber selbst in den Fiillen, wo 
zwei Bestimmungen dieselbe Zahl liefern, ist ein Fehler von 
mehreren Sekunden nicht ausgeschlossen, und hierdurch werden 
die berechneten Gerinnungszeiten leicht fehlerhaft. Dies gilt 
natiirlich nicht nur fiir die Versuche in den Tabellen 1 und 2, 
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sondern fiir meine Versuche tiberhaupt. Es ware deshalb besser, 
als Ausgangspunkt der berechneten Gerinnungszeiten nicht die 
kirzeste Gerinnungszeit, sondern die nichstfolgende zu nehmen. 
Verfihrt man in dieser Weise, so erhalt man z. B. im Ver- 
suche 3, Tabelle 2, fiir die Enzymmengen '!/16 und !/e4 die 
berecbneten Gerinnungszeiten 20 und 80 statt 24 und 96 Minu- 
ten, und dies andert das Endresultat dahin, daB die fiir !/64 
gefundene Zeit (85 Minuten) ein wenig linger als die berech- 
nete Zeit (SO Minuten) wird, wihrend in der Tabelle umgekehrt 
die beobachtete Gerinnungszeit kiirzer als die berechnete (96 
Minuten) ist. Ich betrachte also diese kiirzesten Gerinnungs- 
zeiten als etwas unzuverliissig, multe sie aber so, wie ich sie 
gefunden habe, in die Tabellen aufnehmen. Fiir die Hauptfrage 
ist es gleichgiiltig, welchen Ausgangspunkt der Berechnung 
man wiihlt, denn das Hauptresultat wird dasselbe. Die Ge- 
rinnung gehorcht dem Zeitgesetze viel besser bei Bruttempe- 
ratur als bei niedrigeren Temperaturen, und die bei jener Tem- 
peratur beobachteten Gerinnungszeiten gestatten eine viel rich- 
tigere Berechnung der vorhandenen Enzymmengen als die bei 
niedriger Temperatur beobachteten. 

Der Versuch 1 ist wieder ein Beispiel solcher Fille, in 
welchen die Gerinnung bei Bruttemperatur sogar bei recht 
starker Verdiinnung der Enzymlosung (E !/é4) rascher, als man 
zu erwarten hiitte, verliuft. Dieses Resultat wird nicht ver- 
iindert, wenn man statt der Gerinnungszeit 1 Minute die Zeit 
3 Minuten (bei E 1/4) als Ausgangspunkt der Gerinnung wiahlt 
und also fiir E 4/s64 die Zeit 48 statt 64 Minuten berechnet. 
Da es von Interesse war, zu sehen, ob dieses Verhialtnis bei 
hdéherer Temperatur sich dndern wiirde, priifte ich auch diese 
Infusion mit Milech bei 45° C. Das Resultat war folgendes: 


Temp. 45° C. W beob. Ber. J beob. 
E '/4 2,5 Min. — 2,5 Min. 
> te 11 > 10 Min. 10 > 
> ‘Yee 90 > 40» 64 > 


Hier fand also ein entgegengesetztes Verhalten statt, in- 
dem die Gerinnung bei E 1/64 stark gehemmt wurde. Der Ver- 
such wurde am folgenden Tage mit anderer Milch wiederholt, 
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aber mit demselben Resultate, mit der Abweichung jedoch, 
daB die absoluten Zeiten etwas kiirzer waren. In diesem Zu- 
sammenhange erlaube ich mir hinzuzufiigen, daB ich in vielen 
Fallen dieselbe Infusion (und dies gilt sowohl fiir die neutralen 
wie die sauren Infusionen) mit verschiedener Milch gepriift 
habe. Die absoluten Gerinnungszeiten wurden hierbei allerdings 
etwas veriindert, eine Anderung des Hauptresultates habe ich 
aber nie beobachtet. Dab die zu demselben Versuche gehéren- 
den, bei den verschiedenen Temperaturen ausgefiihrten Ver- 
suchsreihen gleichzeitig und mit derselben Milch angestellt 
wurden, ist wohl so selbstverstindlich, daB es kaum einer Er- 
wiithnung bediirftig ist. 

Beziiglich einer ungleichen Wirkung von Verdiinnung mit 
Wasser und mit unwirksamer Infusion zeigen die Versuche kein 
konstantes Verhalten. In den Versuchen 2 und 3 ist tiberhaupt 
kein sicherer Unterschied merkbar. Im Versuche 4 findet man 
bei dem niedrigsten Enzymgehalte E !/256 einen unwesentlichen 
Unterschied, der indessen bei 38°C. stark hervortritt. Die mit 
Wasser verdiinnte Infusion bewirkt niimlich eine verzégerte 
Gerinnung, namentlich im Vergleiche mit der Gerinnung bei 
E 1/64, wahrend die mit Infusion verdiinnte bei einem ahnlichen 
Vergleiche dem Gesetze folgt und tibrigens in etwas zu kurzer 
Zeit gerinnt. Eine Ungleichheit in derselben Richtung zeigt 
auch Versuch 1, und diese Ungleichheit kam besonders bei 
45° C. stark zum Vorschein. Sonst scheint es, als wire es 
fiir neutrale Infusionen, wenn die Verdiinnung nicht zu weit 
geht, ziemlich gleichgiiltig, ob sie mit Wasser oder mit unwirk- 
samer Infusion verdiinnt werden. | 


II. Versuche mit sauren Infusionen. 


Bei der Darstellung dieser Infusionen kamen 4 ver- 
schiedene Methoden zur Anwendung. In einigen Fallen habe 
ich eine behufs anderer Zwecke neutralisierte, filtrierte und 
mit Wasser etwas verdiinnte Infusion mit Salzsiure auf den 
gewiinschten Siuregrad gebracht. Da eine solche, chlornatrium- 
haltige Infusion beim Erhitzen sich triibt, eignet sie sich nicht 
als Verdiinnungsfliissigkeit, und aus dem Grunde habe ich nur 
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ein paar solche Versuche ausgefiihrt. Da sie zu ganz dem- 
selben Hauptergebnisse wie alle anderen fiihrten, finde ich es 
iiberfliissig, dieselben hier besonders anzufiihren. 

Die zweite Methode bestand einfach darin, daf ich die 
Infusion erst mit Saéure von demselben Séuregrade so stark 
verdiinnte, daB sie beim Sieden oder langdauernden Erhitzen 
weder koagulierte noch sich triibte. Infolge der auferordentlich 
kriiftigen Wirkung der sauren Infusionen konnte eine solche 
Verdiinnung meistens ohne zu starke Herabsetzung der Enzym- 
wirkung geschehen. Die dritte Methode bestand darin, daf ich 
die saure Infusion gegen eine Siiure von etwa derselben Starke 
mehrere Tage dialysieren lief}. Diese Infusionen lieBen sich 
auch ohne Triibung erhitzen und konnten also als Verdiin- 
nungsfliissigkeit dienen. Der Sauregrad sowohl der wirksamen 
wie der durch Erhitzen unwirksam gemachten Infusion wurde, 
mit empfindlichem Lackmuspapier als Indikator, durch Titration 
mit "/10-Lauge bestimmt, und eine Salzsiure von genau dem- 
selben Siiuregrade bereitet. Die urspriingliche Infusion wurde 
also teils mit Siiure, in den Tabellen mit S, und teils mit 
unwirksamer Infusion, in den Tabellen mit J bezeichnet, in 
den gewiinschten Verhiltnissen verdiinnt. Die 4. Methode werde 
ich weiter unten besprechen. Unter den von mir mit nach der 
Methode 2 bereiteten Infusionen angestellten 5 Versuchen sind 
als Beispiele 3 in der Tabelle 3 zusammengestellt worden. 
Da die Tabelle ohne weiteres versténdlich sein diirfte, will 
ich nur beziiglich der Beschaffenheit der Infusionen folgendes 
bemerken. Die unverdiinnte Infusion hatte im Versuche 1 den 
Siuregrad 0,192°/o HCl und 0,303°/o feste, organische Stoffe. 
Die entsprechenden Zahlen fiir die Infusion des Versuches 2 
waren 0,186°/o HCl und 0,182°/o org. Stoffe und fiir die In- 
fusion im Versuche 3 ebenfalls 0,186°/o HCl und 0,172°/o 
org. Stoffe (siehe nebenstehende Tabelle). 

Das Hauptresultat war also bei Versuchen mit diesen 
sauren Infusionen dasselbe wie in den Versuchen mit neu- 
tralen Infusionen, und ich brauche also nicht auf dasselbe 
weiter einzugehen. In dem Versuche 2 bei 20° C. und E 2/ioaa, 
wo die Gerinnungszeit 8 Stunden war, hatte die amphotere 
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Ver- |___ Temp. 18-199 CG. | Temp. 279 CG. __ Temp. 35° C. 
—_ sca! Ber. Boop. Prod. oe Prod. scot vie Bsob, Prod. 
Min. | Min. | Min, p. t. Min. | Min. Min.|  p. t. Min, | Min.| Min. | p. t. 
1 14 — | 14) 14 Nicht bestimmt. — i — | — | - 
= ‘hy 32) 56 32} 8 i;-—| 1 1 Nicht bestimmt. 
Ste] 73 | 224 74) 14 3 | 41 3| 07 | 11/—1| 1 1 
E t/44]101 | 896/100) 1,52 | 65/16 804-05] 3 | 4) 450,751,125 
5 ‘foo [140 | 3584 144 0,55 | 21 | 64 29/0,32—0,45] 11 |16 | 22 |0,69—1,38 
oss] 280 14336| 298 0,27—0,29] 82 1256 112 0,32—0,45] 54 64 102 0,84-—1.6 
Ver- ____ Temp. 20° C. —— © Temp. 26,5° C. Temp. 38° C. 
_= = Ber, | Prod. a am OE Frod. Sl OE Rd Prod. 
i Min.} Min. | Min. | at Min. | Min. Min. | p. t. Min. | Min.| Min. | p. t. 
1 3,5 — | 3,5] 3,5 Nicht bestimmt. —|\- — 
3 %i & 14 5 1,25 1,5) —| 1,5, 1,5 Nicht bestimmt. 
% tho} i1 | 56/11) 069 | 35) 6) 35) 08s | 1,5,—| 1,5) 15 
5. /a] 30 | 224/29] 0,47 | 11,5 24/11 | O68 | 55 6/55) 1,4 
E tyse(106 | 896| 68 0,41—0,26] 43 96/28 (0,67—0,44) 22/24 17 | 14-141 
toea[480 | 3584 120 0,47—0,12/188 [384/61 |0,73—-0,241120 96 52 | 19-08 
Ver- Temp. 20° C Temp. 27,5° C. Temp. 38,5° C. 
| | | | Nl —— a 
— | ser, aA Prod. A Prod. bate Ber. ml Prod. 
Min, | Min. | Min. p. t Min. |Min.| Min.|  p. t. Min. Min.) Min. | D, %. 
1 2,5) — | 25] 25 Nicht bestimmt. iy FORE pee " 
a | 7 | 10 7,5, 18 4;—| i] 1 Nicht bestimmt. 
% the] 15 | 40/15) 0,94 3) 4) 3) 075 | 15/—|15) 15 
= ‘fos | 27 160/27) 0,42 9/16 9 056 | 5 | 6) 5 1,25 
‘fase ] 72 | 640) 73 | 0,28 | 27/| G4) 28, 044 [19 24 19 1,19 
tIoes|220 | 2560 220} 0,21 |109 256/107, 0,42 167 96 68 1,06 





Reaktion etwas abgenommen und eine beginnende Siure- 
bildung war wohl also eingetreten. In den anderen Versuchen 
mit langen Gerinnungszeiten hatte dagegen keine sicher merk- 
bare Anderung der Reaktion stattgefunden, und das geronnene 
Milchgemenge firbte rotes Lackmuspapier anscheinend ebenso 


stark blauviolett wie die frische Milch. 


Gegenwart oder Ab- 


wesenheit von Tolnol anderte nicht das Hauptresultat, was 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCII. 
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iibrigens auch von den folgenden Versuchsreihen mit sauren 
Infusionen gilt. 

Beziiglich der ungleichen Wirkung von Verdtinnung mit 
Siiure oder mit saurer, unwirksamer Infusion zeigen auch diese 
Versuche, dafi es bei Gegenwart von grdferen oder mittleren 
Enzymmengen ohne wesentlichen Belang ist, ob man mit Saure 
oder mit der unwirksamen, sauren Infusion verdiinnt. Bei Gegen- 
wart von kleinen Enzymmengen, in den obigen Versuchen 1/,., 
bis 1/1554, kKOnnen dagegen die Verhialtnisse wechseln. Im Ver- 
suche 3 ist kein Unterschied vorhanden, wahrend sowohl bei 
hdherer wie bei niedrigerer Temperatur die mit Saure ver- 
diinnten Proben im Versuche 1 rascher und im Versuche 2 um- 
gekehrt langsamer als die mit Infusion verdiinnten wirkten. Ich 
habe noch 2 andere Versuche nach demselben Plane ausgefiihrt 
und der eine verhielt sich wie Versuch 1, der andere wie Ver- 
such 2. Von den 5 Versuchen zeigte also einer keinen Unter- 
schied, von den tbrigen zeigten 2 eine kraftigere Wirkung der 
mit Séure und 2 eine kriftigere der mit Infusion verdiinnten 
Proben. Fiir die stiirkere Wirkung der mit Siure verdiinnten 
2 Proben in 2 Versuchen k6énnte die Erklarung moéglicherweise 
darin liegen, dafi diese Infusionen die an Eiweifi reichsten waren. 
Sie enthielten nimlich 0,303, bezw. 0,357°/o feste, organische 
Stoffe. Die Verdiinnungssiiure zeigte allerdings genau denselben 
Siuregrad (bei Titration mit Lackmuspapier als Indikator) als 
die unwirksame Infusion; in der letzteren war aber ein Teil 
der Siiure nicht als freie Saéure, sondern als sauer reagierende 
SiiureeiweiBverbindung vorhanden, und die mit dieser Infusion 
stark verdiinnten Proben enthielten also weniger freie Séure 
als die mit Siiure verdiinnten. Hierdurch kénnte die etwas 
kriiftigere Wirkung der letzteren erklirt werden. Da aber ein 
iihnlicher Unterschied in dem Gehalte an freier Saéure, wenn 
auch in geringerem Grade, auch bei Anwendung von eiweib- 
iirmeren Infusionen zur Geltung kommt, wiirde man eigentlich 
iiberall eine etwas kraftigere Wirkung der mit Saéure verdtinnten 
Proben zu erwarten haben, und die kraftigere Wirkung der mit 
Infusion verdiinnten Proben in 2 Versuchen ist deshalb vor- 
laiufig nicht zu erklaren. Da ich auch bei anderer Versuchs- 
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anordnung ein ihnliches Resultat erhalten habe, komme ich 
spater zu dieser Frage zuriick. 


In der folgenden Tabelle 4 habe ich 3 mit nach der 


Methode 3, also durch Dialyse gegen angesiiuertes Wasser, dar- 
gestellten Infusionen ausgefiihrte Versuche zusammengestellt. 


Der Siuregrad der Infusionen war in den 3 Versuchen bezw. 
0,135; 0,197 und 0,192°/o HCl und der Gehalt an festen Stoffen 
bezw. 0,084, 0,114 und 0,090°/o. 

























































































Tabelle 4. 
Ver- | __ Temp. 20° C. Temp. 27° C. “Temp. 38°C. 
| ze 
. dash | tae KA sate Bosh. om. me <4 ren 
Min. | Min.|Min.| __ p. t Min. |Min| Min.| _ p. t. Min. |Min.| Min.| _ p. t. 
; 1 Ti—| 7 7 Nicht bestimmt — ina 
f=. | 12] 28] 12| 3 2;)—| 2] 2 Nicht bestimmt 
PZtpo | 2 | 112 21] 1,3 5] 8] 5) 125 | 1,5) —| 15) 15 
= 1/ea | 41 | 448 40) 0,7 13 | 32| 13) O8 6 | 6| 6] 1,5 
5 '/e6] 109 1792 108; 0,42 | 45 |128| 45| 0,7 25 | 24/25} 1,56 
V/iova) 350 7168 350 0,34 | 158 512 | 160 0,6 124 | 96 124 | 1,94 
Ver- Temp. 20° C. Temp. 26,5° C, Temp. 39° C. 
wy peck. | Ber. [Bson| PP atte lisertesen) PPOt fate, | per. [peo shiote 
. Min. | Min.|Min.| _ p. t. Min. | Min.| Min.| _ p. t. Min. |Min.|Min.| _ p. t. 
1 «i & 9 Nicht bestimmt on ae oe ae 
a +, 5| si 5] 1,25 1;—/| 1| 1 Nicht bestimmt 
Sthe | 15] 32] 15| 0,94 8] 4 ; 0,75 1,5) —| 1,5) 1,5 
= too | 27 | 128) 27) 042 | 11/16) 11| 069 | 45) 6] 45) 1,125 
S '/e} 80 | 512) 82) 0,31 | 37 | 64| 39) 059 | 18 | 24 22 112-14 
‘/1ozs| 250 |2048) 340 (0,24—0,33] 160 [256 ond 0,62 |118 | 96/132 |1,85—2,06 
Ver- _____ Temp. 20° C, Temp. 27,5—28° G Temp. 38° C. 
_ se Ber. 4 Prod. fiatp. (per.tpson| PF! Toon, am Fr sees 
” | Min. |Min.| Min.| p-t. | Min. {Min Min.| p. t. | Min. |Min.| Min | _p. t. 
1 25}—| 25 25 Nicht bestimmt ay pet Pe ae 
Vs '/s 6,5| 10) 65) 1,63 1,5) —| 1,5) 1,5 Nicht bestimmt 
po | 18 | 40/18) 1,13 35| 6| 35) 088 | 1,5/—| 1,5) 1,5 
| See | 35 | 160] 35) 0,55 =| 11 | 24] 11 | 0,69 | 6 | 6| 6 | 15 
5= ‘/se|124 | 640] 86 0,48—0,34| 54 | 96| 40 |0,84—0,62] 28 | 24 24 | 1,7—1,5 
‘hod 78t./25601350 | 2 —0,34) 68t./384 [170 | 2 —066h6St. 96/140 | ? —2,18 
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Die durch Dialyse gegen angesiuertes Wasser gereinigten 
Infusionen gaben also, wie die Tabelle zeigt, dasselbe Haupt- 
resultat wie alle die vorher gepriifien. Besonders deutlich tritt 
in dieser Tabelle in allen 3 Versuchen die hemmende Wirkung 
der Bruttemperatur bei sehr niedrigem Enzymgehalt (KE !/1024) 
zutage. In solchen Fallen war auch die Milch nicht durch und 
durch geronnen, sondern sie enthielt schlieBlich nur grobe 
Kaseklumpen in einer milchihnlichen Fliissigkeit, nachdem 
vorher erst kleinere und dann gréfere K6rnchen oder Kliimp- 
chen sich gebildet hatten. Von einem bestimmten Gerinnungs- 
momente konnte hier garnicht die Rede sein: und da es 
auch hier schwieriger als in den meisten anderen Fallen war, 
von einem bestimmten Aussehen der Proben auszugehen, 
nahm ich in dieser und einigen anderen Versuchen derselben 
Art als Gerinnungszeit die Mittelzahl zwischen dem ersten, 
ganz sicheren Anfange der Gerinnung und dem Auftreten der 
grofen Kiseklumpen an. Sowohl bei 26—28° wie bei 20° C. 
war der Gerinnungsvorgang mehr typisch und die Gerinnungs- 
zeit lief} sich viel leichter feststellen. 

Zu den Versuchen der Tabelle 2 dienten, wie man oben 
(S. 156) findet, die durch Dialyse gegen destilliertes Wasser 
neutral gemachten Infusionen, welche teils mit Wasser und 
teils mit derselben, durch Erhitzen unwirksam gemachten In- 
fusion verdiinnt worden waren. Es schien mir nun von Inter- 
esse zu sein, das Verhalten dieser, vorher bei neutraler Re- 
aktion untersuchten Infusionen auch bei saurer Reaktion zu 
prifen. Aus dem Grunde wurden alle zu einem Versuche (in 
der Tabelle 2) benutzten Infusionen mit genau derselben Menge 
Salzsiiure, 0,2°/o HCl, versetzt und mit Milch gepriift. Die 
Resultate sind in der Tabelle 5 enthalten. Es handelt sich also 
hier um dieselben Loésungen wie in der Tabelle 2, nur an- 
gesiiuert, und dies war die vierte Methode, die ich zur Ge- 
winnung von sauren Infusionen verwendete. ‘Trotzdem alle 
Proben hier sauer reagierten, bezeichne ich wie in Tabelle 2 
die mit Wasser verdiinnten mit W, und die mit Infusion ver- 


diinnten mit J. 
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Temp. 20° C. Temp. 2 26° C. 7 Temp. 37° C. ee 
Bosb| Ber. eX Prod. [ A. | Ber. ee sl Boob Ber. [Beop| Prod. 
Min. | Min. | Min. p. t Min. | Min.| Min, p. t. Min. | Min.| Min.) p. t. 
2a — | 2,5 2.5 Nicht bestimmt Nicht bestimmt 
6 | 10/ 5 |1,5-125] 25,—| — 25-20] 1)—| 1] 1 
17 40/15 1 8 |10| 7 |20—1,75) 4| 4) 4| 1 
57 | 160/45 |0,9—0,7 | 28 | 40 | 23 |1,75—1,4] 18 | 16 | 14 1,2—0,87 
Temp. 20° C. Temp. 26,5° C. Temp. 389° C.- 
2 a lao. Prod. Bi Ber. a - t. Ld m4 Prod. 
. Min. | Min. | Min. p. t. Min. | Min.| Min. | Prod. Min.| Min. Min.| Pp. t. 
P_ 1] 14|/—| 14] 14 ei—| #&Y 4 15)—| 15) 15 
| Ei, | 25| 28] 25] 125 7/18| 7/1 385 25 3| 25) 1,25 
#1, | 39/ 56| 39/ 9,75 | 13 | 16] 13 | 325 | 5 | 6] 5 | 1,95 
<1, | 72/112] 73| 9,4 25 | 32/| 25 31 [at | 12/11 | 1,37 
= 146 1127/224/199! 8 45 | 641 46 29 |os |o4lo4 | 15 
Ver- ____ Temp. 20° C. me Temp. 26° Cc. 7 4 Temp. 39 ih: 
l l l 
“s iA Ber. aA Prod. 1, | | Ber. Bees. | Prod Hho Ber. ee Prod. 
Min. | Min. | Min. p. t. Min. | Min.| Min. p. t Min, | Min.| Min.| _ p. t. 
= 1] 10]—| 10] 10 $ |+ “4 2 Nicht bestimmt 
1 Sy | 17] 40) 17| 4,25 6 | 8 3 25) —| 2,5) 2,5 
) Erne | 39/160] 39) 24 | 18 | 32] 18 10 - 10 | 25 
} © 1/64 |130| 640] 127 2,03—1,98] 70 |128| 66 eee 03] 42 | 40/38 | 2,6—2,4 
i Ver- Temp. 20° C. Temp. 27° C. Temp. 38— “39° C. 
| such |W] | J ‘? Heed WwW | | al ] “Prod. Ww Ea | Prod. 
Rg a ad 
; Min in. in. | I Min. | Min.) Min. I Min. Min. | Min. | | f 
i 1 s3—| 3] 3 Nicht bestimmt Ati pay se ama 
th 4 6 12} 6 1,5 1,25} — | 1,25} 1,25 Nicht bestimmt 
Sth 14, 48 14) 0,87 4 | 5 4 | 1,00 fii—| £4 
ation 33 192 331 9,52 | 14 | 20/13 | 087 7| 8] 7] 1,75 
| EZ '/se | 193, 768) 102 0,76—0,40] 63 | 80) 47 0,98—0,73) 85) 32) 27 2,19--1,7 
~  *hoza}600 3072) 480' 2 —0,42290 | 320/180 [1,130.70] 220/ 198 | 148 3,4 —2.3 
Diese, ohne weiteres verstindliche ‘Tabelle ist wohl, 
namentlich wenn sie mit den vorigen verglichen wird, keiner 
besonderen Besprechung bediirftig. Zu bemerken ist vielleicht, 
4 
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daB in Versuch 4 die Gerinnung auch bei 38—39° C. groBe 
Abweichungen von dem Zeitgesetze zeigte. Das wesentlichste 
Interesse bietet wohl ein Vergleich mit der Tabelle 2 dar, 
weil es in beiden Tabellen um ganz dieselben Lésungen sich 
handelte. Man findet dann in den Versuchen 2 und 3 keine 
wesentlichen Unterschiede zwischen der Wirkung von Ver- 
diinnung mit Wasser und mit Infusion, denn ein Unterschied 
von 3—4 Minuten (im Versuche 3) ist ohne wesentlichen Be- 
lang. Will man aber diesen Unterschied beriicksichtigen, so 
findet man, daB er von derselben Art wie in den Versuchen 1 
und 4 ist. Hier, wie in den entsprechenden Versuchen der 
Tabelle 2, wirken namlich die mit unwirksamer Infusion ver- 
diinnten Lisungen kraftiger als die mit Wasser bezw. Saure 
verdiinnten. Der Unterschied tritt besonders stark im Ver- 
suche 4, Tabelle 5, bei der Verdiinnung E = !/1024 hervor. 

Diese kriftigere Wirkung der mit Infusion verdiinnten 
Lisungen ist um so auffallender, als man das Gegenteil zu 
erwarten hitte, wenn es die Hydroxylionen der Milch sind, 
welche die Wirkung des Enzyms schwachen oder vernichten. 
Alle Proben waren hier mit ganz derselben Menge Sdure, bis 
zu 0,2°/o HCl, versetzt worden, und die mit Infusion ver- 
diinnten miibten also etwas weniger freie Séure als die anderen 
enthalten. Bei dem Verdiinnungsgrade !/1024 (Vers. 4) enthielt 
niimlich die mit Infusion verdiinnte Lésung 0,060°/o Protein- 
stoffe, die mit Wasser verdiinnte dagegen nur 0,000058°/o. 
Da ich nun nicht allein in diesen Versuchen, sondern auch 
in vielen anderen eine schwachere Wirkung der mit Saure als 
der mit Infusion verdiinnten Lésungen beobachtet habe, bin 
ich zu der Annahme geneigt, dai der etwas verschiedene 
Gehalt an freier Saéure hier ohne wesentliche Bedeutung ist, 
und da der Grund darin liegt, daf die durch Erhitzen un- 
wirksam gemachten Infusionen organische Stoffe enthalten, 
welche entweder die Wirkung des Enzyms beschleunigen oder 
schiitzend auf dasselbe einwirken. Das etwas wechselnde Ver- 
halten der verschiedenen Infusionen kénnte dann médglicher- 
weise daher riihren, daB diese, vielleicht erst wa&hrend des 
Erhitzens gebildeten Stoffe nicht immer vorhanden oder nicht 


in hinreichender Menge zugegen sind. 
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Ich habe ibrigens diese Frage nicht zum Gegenstand 
einer weiteren Untersuchung gemacht, weil sie mich zu weit 
von meinem eigentlichen Thema fiihren wiirde, und weil eine 
solche Untersuchung fiir mich nicht notwendig war. Da die 
Versuche mit reinen Caseinlésungen, wenn die Enzymmengen 
sehr klein sind, zu langsam verlaufen und nicht ganz deut- 
liche Resultate geben, arbeite ich nicht mit so groBen Diffe- 
renzen in dem Chymosingehalte wie 1: 1/s4: und fir kleinere 
Verdiinnungen ist es praktisch gleichgiiltig, ob man mit Saiure 
oder Infusion verdiinnt. Dies war fiir mich gentigend zu wissen, 
weil es gewisse Versuchsanordnungen gibt, wo es aus_ be- 
sonderen Griinden unbedingt notwendig ist, mit Infusion zu 
verdiinnen. Die Frage von der ungleichen Wirkung der Ver- 
diinnung mit Wasser, resp. Siiure, oder mit Infusion bei Gegen- 
wart von kleinen Enzymmengen ist also einer fortgesetzten 
Priifung bediirftig. 

Die Hauptfrage, ob die Gerinnung bei niedriger Tempe- 
ratur dem Zeitgesetze ebenso gut oder besser folgt als bei 
Bruttemperatur, ist nach meinen obigen Untersuchungen ent- 
schieden verneinend zu beantworten, und namentlich gilt dies, 
wenn man die bei 20° C. erhaltenen Resultate in Betracht zieht. 
Auch fiir die Temperatur 26—27° C. gilt dies als Regel. Dem- 
entsprechend geben auch die beiniedrigerer Temperatur beobach- 
teten Gerinnungszeiten kein sichereres Mafi der Enzymmenge 
als die bei Bruttemperatur beobachteten. Es findet vielmehr 
das Gegenteil statt, wenn man von den sehr schwachen Enzym- 
lésungen absieht, welche bekanntlich auch bei Brutwiirme sehr 
unzuverlissige Zahlen geben. 

Das nun Gesagte gilt natiirlicherweise zundchst nur fiir 
die hier angewandte Versuchsanordnung, Verdiinnung einer En- 
zymlésung in bekannten Verhiltnissen mit Wasser, unwirksamer 
Infusion oder verdiinnter Séure. Es folgt némlich nicht ohne 
weiteres, dafi das Resultat dasselbe wird, wenn man die En- 
zymmenge in dem einen Teile einer Infusion in anderer Weise, 
z. B. durch Erwarmen, wesentlich herabsetzt, eine Frage, zu 
der ich hoffentlich ein anderes Mal zuriickkommen werde. 

Wie man ersieht, habe ich nur bei drei verschiedenen 
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Temperaturen, namlich 20°, 26—27° und 37—40 ° C. gearbeitet. 
Der Grund hierzu war der, dafi es mir unmdglich war, eine 
noch grofere Anzahl von Versuchen gleichzeitig zu tiberwachen. 
Natiirlich wiirde eine noch gréfere Anzahl von Versuchen 
wiinschenswert gewesen sein, namentlich um eine etwaige Opti- 
mumtemperatur herausfinden zu kénnen. Ich glaube aber kaum, 
dafi es eine solche, fiir alle Infusionen und alle Milch giiltige 
Temperatur gibt. Wenigstens habe ich mehrmals gesehen, dah 
die eine Infusion in ihrer Wirkung dem Zeitgesetze bei z. B. 
38° C. besser als die andere Infusion, mit derselben Milch ge- 
priift, folgte. Ich habe auch Fille beobachtet, wo eine Infusion 
Oberhalb 40° C. besser als unterhalb dieser Temperatur dem 
Zeitgesetze in ihrer Wirkung folgte, wahrend gewohnlich das 
Entgegengesetzte der Fall war. 

Die alte, in neuerer Zeit von van Dam hervorgehobene 
Beobachtung, daBh die bei Bruttemperatur und Gegenwart von 
nur sehr kleinen Enzymmengen beobachteten Gerinnungszeiten 
zu fehlerhaften Schltissen beziiglich des Enzymgehaltes fiihren 
kénnen, ist unzweifelhaft richtig; aber ebenso sicher ist es, 
daf die bei niedriger Temperatur beobachteten Zeiten zu groben 
und sogar viel groéferen Fehlern in umgekehrter Richtung Ver- 
anlassung geben kénnen. Die von van Dam gemachte Erfahrung, 
dafi eine enzymarme LOsung bei niedrigerer Temperatur sogar 
absolut rascher als bei héherer die Gerinnung hervorrufen kann, 
habe ich beim Arbeiten mit frischen, normalen Infusionen in 
keinem Falle bestatigt gefunden. Dagegen habe ich bei Ver- 
wendung einer alten, der Selbstverdauung unterworfenen In- 
fusion einen solchen Fall beobachtet. 

Fiir die von mir in allen Versuchen ohne Ausnahme ge- 
machte Beobachtung, daf die verdiinnten Infusionen bei nie- 
drigerer Temperatur, insbesondere bei 20° C., relativ viel kraf- 
tiger als bei Bruttemperatur wirken, kann ich keine befriedigende 
Erklirung geben. An den Wegfall eines bei Bruttemperatur 
zur Geltung kommenden hemmenden Einflusses ist wohl kaum 
zu denken, denn in dem Falle wiirde die Gerinnung bei nie- 
driger Temperatur dem Zeitgesetze besser als bei Bruttem- 
peratur folgen, wiéhrend gerade das Gegenteil zutrifft. Eher 
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kénnte man sich vorstellen, dab bei der Verdiinnung eine Sub- 
stanz gebildet oder abgespaltet wird, welche die Gerinnung 
befordert, und als solche Substanz hitte man wohl in erster 
Linie das Enzym selbst zu bezeichnen. Man kénnte némlich 
annehmen, dai in einer Infusion das Enzym teils frei und 
teils als eine bei der Verdiinnung sich zerlegende, man kénnte 
der Kiirze halber sagen, dissoziable Substanz sich vorfiinde, 
deren Dissoziationsgrad von dem Verdiinnungsgrade und der 
Temperatur abhangig sei. Wenn die Dissoziation bei etwa 
Bruttemperatur vollstiindig oder fast vollstandig zuriickginge 
oder verhindert wiirde, mufte bei dieser Temperatur die Ge- 
rinnung bei verschiedenen Verdtinnungen genau oder ziemlich 
genau dem Zeitgesetze folgen. Ebenso mufite, wenn die Dissozi- 
ation mit zunehmender Temperatur abniihme, die Uberein- 
stimmung mit dem Zeitgesetze etwas besser bei 26—27° C. 
als bei 20° C. sein, was alles in der Tat zutrifft. Uber die 
Ursache der beobachteten Abweichungen der Gerinnung von 
dem Zeitgesetze bei verschiedenen Temperaturen kénnen jedoch 
erst fortgesetzte Untersuchungen Aufschliisse geben. 

Die nun mitgeteilten Untersuchungen beziehen sich nur 
auf die Chymosinwirkung, d. h. auf die Milchgerinnung. Wie 
verhilt sich nun in dieser Hinsicht die Pepsinwirkung? Wenn 
die beiden Wirkungen, wie einige Forscher annehmen, identisch 
sind, kOnnte man erwarten, da auch die Pepsinwirkung anders 
bei niedriger als bei hOherer Temperatur verlaufen wiirde. Aus 
dem Grunde habe ich auch mehrere der sauren Infusionen in 
den Konzentrationen E = 1, !/4, '/16 teils bei Zimmertemperatur 
und teils bei Bruttemperatur nach Mett gepriift. Das Resultat 
entsprach nicht der obigen Erwartung, denn die Verdauung 
folgte dem Quadratwurzelgesetze ebenso gut bei etwa 18° C. 
wie bei Bruttemperatur. Da indessen die Mettsche Methode 
bei Zimmertemperatur nicht immer scharfe Resuitate gibt, ist 
es notwendig, diese Frage nach anderen, feineren Methoden 
weiter zu priifen. 


| 
| 
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Uber Myxommucin. 
Von 
Adolf Oswald (Ziirich). 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Juni 1914.) 


Von Mucinen und Mucinkorpern sind bisher untersucht das 
Mucin der Submaxillardriise, des Nabelstranges, des Sputums, der 
Sehnen, der Cornea, des Mantels und des FuBes der Weinberg- 
schnecke, der Hiille der Frosch- und Fischeier, das Ovarial- 
mucoid, das Ovomucoid und das Mucoid aus der Eiweifdriise 
der Schnecke und des Frosches. Uber das Mucin der Myxome 
habe ich keine Angaben in der Literatur gefunden. Der Be- 
fund eines ungewohnlich groben Myxoms im hiesigen patho- 
logisch-anatomischen Institute bot mir seinerzeit!) Gelegenheit, 
diese Untersuchung nachzuholen. Herrn Prof. Ernst, dem 
damaligen Direktor des Institutes, spreche ich fiir die Uber- 
lassung der Hiilfte des Tumors zum Zwecke chemischer Be- 
arbeitung meinen Dank auch an dieser Stelle aus. 

Der Tumor wog frisch 3!/2 kg, war ca. 30 em lang, 25 cm 
breit und 5 em dick. Der Patient hatte ihn am Ricken ge- 
tragen. 

Die chemische Bearbeitung beschriinkte sich auf die Ei- 
weifikérper. Im _ wiisserigen Extrakt lieB sich neben einer 
relativ geringen Menge eines K6rpers von Albumin- und eines 
solchen von Globulincharakter Ammonsulfat gegeniiber Mucin 
nachweisen. Die beiden ersteren KoOrper wurden nicht néher 
untersucht, da ihre Menge nicht ausreichend fiir ausgiebige 


') Die Untersuchungen wurden schon vor 3 Jahren angestellt und 
zwar im chemischen Laboratorium der landwirtschaftlichen Abteilung der 
Polytechnischen Hochschule. Sie wurden aus 4uferen Griinden bisher 
nicht publiziert. 
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Uber Myxommucin. 1: 


Analysen gewesen wire. Nur das wurde festgestellt, dab beide 
phosphorfrei waren (festgestellt fiir das Albumin an 0,5122 g 
Substanz, fiir das Globulin an 0,2122 g Substanz). Einer niheren 
Untersuchung wurde dagegen das Mucin unterworfen. 

Der Tumor wurde mehrere Male mit destilliertem Wasser 
ausgezogen, jeweilen ausgeprefbt und die Extrakte filtriert. Die 
klaren Filtrate gaben auf Zusatz“verdiinnter Essigsiure einen 
iippigen, sich zu Faden zusammenziehenden, weilen Nieder- 
schlag. Nachdem er auf dem Boden des Gefiifes absitzen ge- 
lassen wurde, wurde er in stark verdiinnter Natronlauge auf- 
gelést und abermals mit verdiinnter Essigsdure gefillt, wobei 
er in gleicher Form ausfiel. Das gereinigte Produkt wurde 
getrocknet und pulverisiert. Die Menge betrug 19,2 g. Der 
Ko6rper gab die iblichen EiweiBreaktionen: Biuret, Millon, 
Xanthoprotein, ebenso starke Molisch-Udranszkysche Re- 
aktion. Durch Metallsalze wurde er aus seiner Lésung gefiallt, 
desgleichen durch Gerbsiure, Alkohol usw. Durch verdiinnte 
Siuren (Salzsdure, Essigsiure) wurde er gefillt und die Fillung 
war im Uberschu8 der Siure nicht léslich. In Alkalien war 
er leicht léslich (zu einer klaren, fadenziehenden Fliissigkeit). 
Er gab Ehrlichs Dimethylamino-p-benzaldehydreaktion. 

Eine Elementaranalyse ergab folgende Werte. 

0,2124 g Substanz: 0,3930 g CO, u. 0,1282 g H,O = 50,46°'o C u. 7,22°/0 H. 
0.1733 » > 0,02113 g N = 12,16°%o N. 
0.1547 » ' 0.0188 » N = 12.15% N. 


0,2729> >» 0,0231 » BaSO, = 1,16% S. 
03018> >» 0,0017 » Mg,P,0, = 0,25%o P. 
0,2768 » > 0,0020 » Asche = 0,72°/o Asche. 
Berechnet auf aschefreie Substanz: 

¢ 50,82 °/o 

H 7,240 

N 12,24°/0 

S 1,19°/o 

P 0,25 °/o 

O (28,23 9/0). 


Ich stelle die Analysenwerte der anderen bisher unter- 
suchten Mucine gegeniiber. 











146 Adolf Oswald, 





























Sub- | Sehnen- | Sputum- | Cornea- | Mucin der | Eihiille | Mucin 
maxillaris- | Weinberg- ' 
| , foe ot | des des 
mucin mucin |; mucin mucin | schnecke | ; 
ee | oe Frosches | Ovidukts 
marsten) (LObisch) (Fr. Miller) (MoOrner) marsten) | Giacosa) |(Giacosa) 
GC.) 488 48,3 48,2 | 50,2 | 50,3. | 52,7 50,98 
H . 6,8 64 69 | 69 | 68 7,1 7,24 i 
N.{ 123 11,7 10,7 | 128 | 13,3 9.33 6.68 
Ss. 084 | O81 | 141 | 2,07 | 1,7 132 oO | 
P. 0 0 | 0 ; Oo | 0 1 Oo | 0 
Ovo- Ovario- | Phosphomucoid Mucoid 
mucoid | aus der Eiweifidriise | aus der Eiweifsdriise : 





| mucoid | (Ham- | der Schnecke des Frosches 
(Mérner) marsten)) (Hammarsten) /|(Schulz u. Ditthorn) 











Cc .| 490 | 496 | 47,4 51,0 
H. 645 | 74 | 6.8 7,2 
N.| 27 | oe 6,1 6,7 
S 238 | 1,95 | 0,62 | - : 
p 0 | 0) | 0,47 | - : 


Danach kiime das Myxommucin dem der Cornea am 
iihnlichsten. Es zeichnet sich vor ihm wie vor den meisten 
anderen durch seinen Phosphorgehalt aus.!) Diesen hat es 
dagegen gemein mit dem Mucoid der Eiweifidriise der Schnecke 
und des Frosches. Von diesen beiden unterscheidet es sich 
aber, wie wir gleich sehen werden, durch die Natur seiner 


Kohlenhydratgruppe. Jene enthalten nach den bisherigen Unter- 4 
suchungen Galaktosamin. : 
!) Es kénnte der Verdacht bestehen, daf der Phosphorgehalt auf ; 


einer Beimengung von Nucleoproteiden beruhe. Das ist jedoch kaum 
anzunehmen, da Nucleoproteide, zum Teil wenigstens, sich in einem 
Uberschufs von Siiure (Salzsaure) lésen, wihrend der Phosphorgehalt des 
Priiparates sich auch nach wiederholtem Auflésen in verdiinnter Natron- 
lauge und Ausfallen mit verdiinnter Essigsaure (oder Salzsaure) der gleiche 
blieb. Aufierdam fiel das Mucin jedesmal in einem Maschwerk von Faden 
aus, wihrend die Lésung dazwischen vollkommen klar blieb. Auch ist 
zu betonen, dafi die beiden anderen, aus dem Myxom dargestellten Eiweif- 
kérper phosphorfrei waren. 
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Bei der Hydrolyse mit 3°/oiger Salzsiiure spaltete sich 
eine Kupferoxyd reduzierende Substanz ab und zwar betrug 
deren Menge im Maximum (nach Allihn bestimmt) 12°/o, auf 
Traubenzucker berechnet, des verwendeten Mucins. 

2stiindiges Erwirmen von 0,3976 g Substanz in 3°/oiger Salzsiiure 
ergab 0,07327 g Cu == 12°%o Traubenzucker. 

Da jedoch das Allihnsche Verfahren in Eiweifspaltungs- 
gemischen stets niedrigere Werte gibt (vielleicht wegen der 
Gegenwart von Ammoniak, das sich bei der Spaltung des 
Eiweifes bildet) als die Bestimmung nach Fehling, so ist 
jedenfalls der Gehalt an Zucker gr6Bfer. 

Zur niheren Charakterisierung der abgespaltenen Kohlen- 
hydratgruppe wurde das Priiparat (mehrere Male in Portionen 
von je 2—3 g) mit 3°/oiger Salzsiiure 11/,—2 Stunden unter 
Riickflubkiihlung im Sieden gehalten. Das Hydrolysat wurde 
nach dem friiher fiir das Ovomucoid!) angegebenen Ver- 
fahren gegen destilliertes Wasser dialysiert, der Prozef 
mehrere Male wiederholt und die vereinigten Dialysate auf 
dem Wasserbad und schlieflich im Vakuum itiber Schwefel- 
siure eingeengt. Aus dem Sirup, der wegen der Gegenwart 
von Albumosen und Peptonen keine deutliche Trommersche 
Reaktion zeigte, schieden sich keine Krystalle aus. Nach ver- 
geblichen anderen Versuchen gelang dies jedoch, allerdings 
mit nur sehr sparlicher Ausbeute, auf folgende Weise. Die 
eingeengten Dialysate wurden mit Bleicarbonat behandelt, so- 
lange Kohlensiureentwicklung statt hatte. In Losung gegangenes 
Blei wurde aus dem Filtrat der Bleifallung mit Schwefel- 
wasserstoff entfernt und das Filtrat eingeengt. Aus dem hell- 
gelben, mit wenig verdiinnter Salzsiure versetzten Sirup 
schieden sich dann im Vakuum iiber Schwefelsiiure einige 
sch6n ausgebildete Krystalle von der Form des _ salzsauren 
Glukosamins aus. Sie wurden mit starkem Alkohol gewaschen 
und zeigten danach Reduktionsvermégen gegeniiber Kupfer- 
oxyd. Beim trocknen Erhitzen verbreiteten sie den Geruch 





1) Ad. Oswald, Eine einfache Methode zur Darstellung von salz- 
saurem Glukosamin aus Ovomuccid, zugleich ein Beitrag zur Kenntnis 
des Ovomucoids, diese Zeitschrift, Bd. 68, S. 173 (1910). 
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nach Karamel und auf dem Platinblech verbrannten sie unter 
Aufblihung. Zu einer Analyse reichte das Produkt nicht aus. 
Doch diirfte die Art der Ausscheidung, Krystallform (Hexagon- 
dodekaeder) und das Reduktionsvermégen fiir salzsaures 
Glukosamin geniigend charakteristisch sein. Die Ausbeute war 
allerdings im Vergleich zu der auf Grund des gefundenen Re- 
duktionsvermégens berechneten Menge sehr gering. In einer 
zweiten Darstellung, die mit dem Rest der zur Verfiigung 
stehenden Substanz vorgenommen wurde, erhielt ich das 
gleiche Resultat. Fiir eine quantitative Chlorbestimmung war 
die Krystallmenge zu gering. Qualitativ wurde Chlor darin 
nachgewiesen. 

Der Albumosen enthaltende Dialysierschlauchinhalt wurde 
mit konzentrierter Salzsiure 5 Stunden am Riickflubkiihler 
gekocht. Aus dem Gemenge konnte Tyrosin und Leucin ge- 
wonnen werden, beide charakterisiert durch die Krystallform, 
ersteres auch durch die Millonsche Reaktion. Auf andere 
Aminosiiuren wurde der Spirlichkeit des vorhandenen Materials 


wegen nicht untersucht. 





























Zur Kenntnis der Aminosduren. 


I. Mitteilung. 
Von 


A. Geake und M. Nierenstein. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Bristol.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Juni 1914.) 


Uber die Konstitution der Aminosiiuren existieren zwei 
Annahmen.') Nach der einen Auffassung sind sie Kérper mit 
freier Aminogruppe und freiem Carboxyl (Formel J), nach der 
andern ringfoérmige Gebilde, in denen die Aminogruppe an das 
Carboxyl addiert ist (Formel II). Letztere Formel hat Will- 
statter?) in zutreffender Weise als die Betainformel der 
Aminosauren bezeichnet. 


COOH CO 
Pd eh 
I. R—CH I. R-CH O 
\ he oe 
NH, NH, 


Im Anschlu8 an unsere bald zu publizierenden Versuche 
iiber die Methylierung des Caseins mittels Diazomethans haben 





1) Erlenmeyer und Sigel, Liebigs Ann. der Chem., Bd. 176, 
S. 349 (1875). — Curtius und Schulz, Chem. Ber., Bd. 23, S. 3041 
(1890). — Marckwald, Neumark und Stelzner, ibid., Bd. 24, S. 3278 
(1891). — Sakurai, Chemical News, Bd. 69, S. 238 (1894). — Walker, 
ibid., S. 239. — Tilden und Foster, Journ. Chem. Soc., Bd. 67, 5. 492 
(1895). — Winkelblech, Zeitschr. physikal. Chem., Bd. 36, S. 546 (1901). 
— Willstitter, Chem. Ber., Bd. 35, S. 584 (1902). — Roth, Zeitschrift 
physikal. Chem., Bd. 43, S. 558 (1903). — Ley, Chem. Ber., Bd. 42, 
S. 359 (1909), und ferner auch Pfeiffer und Modelski, Zeitschrift 
physikal. Chem., Bd. 81, S. 329 (1912); Bd. 85, 5. 1 (1913). 

* 1. ¢. 
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wir es auch versucht, einige Aminosiiuren in Athersuspension 
mit diesem Reagens zu methylieren, und haben wir so die 
Siiuren zum grObten Teile!) unveriindert zurtick erhalten, 
ohne dafi hierbei Methylierung am Stickstoff, noch des Carb- 
oxyls stattfand, so daf wir in diesen, unseren Erfahrungen 
einen direkten Beweis zugunsten der Betainformel der Amino- 
siuren sehen. | 

Da eventuell das Ausbleiben der Methylierung bei den 
Aminosiiuren auf der Unlislichkeit derselben in Ather beruhen 
diirfte, so haben wir die bekanntlich sehr unlésliche Teraphthal- 
siiure zum Vergleich herangezogen. Hier erfolgte in atherischer 
Suspension unter starker Gasentwicklung?) prompt vollstandige 
Methylierung zum  Teraphthalséuredimethylester (Schmelzp. 
137—140°), so daf der negative Ausfall der Methylierung 
bei den Aminosiiuren auf ihre Unléslichkeit in Ather nicht 
beruhen kann, was auch mit unsern andern Erfahrungen beim 
Diazomethan als Methylierungsmittel gut im Einklange steht. °) 

Die Tendenz zur Ringbildung bei den Aminosiauren ist 
stark ausgesprochen; so erhielten wir beim Einwirken von 
zwei Molekiilen Diazomethan (und zwar im Uberschuf) auf 
Glykokollchlorhydrat (Formel III) unter Abspaltung von Chlor- 
methan‘) nicht den zu erwartenden Glykokollmethylester, 


sondern Glykokoll: 


') Soweit unsere Erfahrungen, mit deren Erweiterung wir zurzeit 
noch beschiiftigt sind, gehen, ist der kleinere, oft wenige Prozente ent- 
sprechende, veriinderte Teil nicht der betreffende Aminoséuremethy]l- 
ester und halten wir ihn auch nicht fiir ein am Stickstoff methyliertes 
Produkt, sondern wir vermuten in ihm ein stickstoffreicheres Konden- 
sationsprodukt der betreffenden Aminoséiure mit dem Diazomethan. — 
Vgl. hierzu H. Wieland, Die Hydrazine, S. 97—117, Stuttgart (1913). 

*) Bei den Aminosiuren ist die Gasentwicklung kaum merkbar. — 
Vgl. dagegen Herzig und Landsteiner, Biochem. Zeitschr., Bd. 61, 
S. 463 (1914). 

*) Auch Baumwollcellulose laf{t sich, in Ather suspendiert, teil- 
weise mit Diazomethan methylieren, woriiber in einer spiateren Mit- 
teilung ausfiihrlich berichtet werden soll. M. N. 

*) Vgl. hierzu v. Pechmann, Chem. Ber., Bd. 28, S. 2374 (1895). 
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COOH CO 

PA a. 
Ill.*) CH, —> CH, 0 
\ i 

NH, - HCl NH, 


Die acylierten Aminosiéuren haben dagegen ein freies 
Carboxyl, so entsteht beim Methylieren des Carboithoxygly- 
kokolls der betreffende Methylester: ?) 

/COOCH, 
CH, 
NH - COOC,H, 


Experimentelles. 


Es sei hier vorausgeschickt, daB die betreffenden Amino- 
siiuren und ihre Derivate in Ather suspendiert und mit Diazo- 
methan im Uberschu8 zwecks eingehender Methylierung jedes- 
mal 8 bis 10 Tage sich selber tiberlassen wurden. 

Glykokoll. Aus 1 g Glykokoll wurden 0,94 g unver- 
indertes Glykokoll (Schmelzpunkt*) 240°) zuriickgewonnen, 
was 94°/o entspricht. 

Alanin. Aus 1 g wurden 0,80 g, also 80°/o, unveriin- 
dertes Alanin zuriickgewonnen. Schmelzpunkt 270°, aus Wasser 
und Alkohol umkrystallisiert. Schmelzpunkt 295°. 

Leucin. 1g in Athersuspension lieferte 0,65 g (also 65°/«) 
und in Acetonsuspension 0,90 g (also 90°/o) unverandertes 
Leucin. Schmelzpunkt 283° (langsames Erhitzen) und 300° 
(schnelles Erhitzen). 

Glykokollchlorhydrat Aus 1 g des Chlorhydrats 
wurden 0,67°/o Glykokoll vom Schmelzpunkt 240—242° ge- 
wonnen, was 99°/o der Theorie entspricht. 


1) Eine Oxoniumformel 


cO oH 
ZN 
CH, O 

ia 

NH, ~ 


halten wir fiir sehr unwahrscheinlich. 

2) Nach Herzig und Landsteiner (1. c.) liefert Hippurséure den 
Hippurséuremethylester. 

3) Die Schmelzpunkte sind korrigiert worden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCII. 11 
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Glykokollathylesterchlorhydrat. 1g dieses Chlor- 
hydrats wurde im Uberschu8 mit Diazomethan behandelt und 
der élige Riickstand nach dem Verdampfen des Athers auf das 
Pikrat und Chlorhydrat verarbeitet. Es wurden so erhalten: 
1. 0,50 g des Pikrats des Glykokollathylesters (Schmelzpunkt 
150—152°, Mischschmelzpunkt mit Glykokolliathylester-Pikrat 
152°) und 2. 0,55 g Glykokollathylesterchlorhydrat (Schmelz- 
punkt 145—146°, Mischschmelzpunkt mit Glykokollathylester- 
chlorhydrat 146°). Es werden also 26°/o in Form von Pikrat 
und 55°/o in Form von Chlorhydrat zuriickgewonnen, was 
einer Ausbeute von 81°/o der Theorie entspricht. 

Carboathoxyglykokoll. 5,3 g in Ather geliést, wurden 
mit einem Uberschu8 von Diazomethan behandelt, wobei unter 
starker Gasentwicklung Methylierung stattfand. Nach 24 Stunden 
wurde der Ather und das iiberschiissige Diazomethan abdestil- 
liert und der Olige Riickstand im Vakuum fraktioniert: 

Fraktion I (60—131° bei 9 mm) = 0,7 g 
> II (181—142° » 9 »)=4]1 » 
> Jil (442-1509 » 9 »>)=O04> 
Analyse von Fraktion I: 
0,2288 g Substanz gaben 21,5 ccm N (23,5°, 760 mm). 
Berechnet fiir C,H,,0O,N: Gefunden : 
N = 8,70%o. N = 10,56%. 
Fraktion II wurde nochmals fraktioniert: 
Fraktion Ila (120—131° bei 9 mm) = 0,1 g 
> Ilb (181—132° » 9 » ) = 28 » 
> Iie (185—1869 » 9 »>)=09> 
Analyse von Fraktion IIb (Carboathoxyglykokollmethylester): 
0,2438 g Substanz gaben 19,2 ccm N (19,6°, 760 mm). 
0.2535 >» » »  0,6981 g AgJ (Zeisel). 
Analyse von Fraktion IIc: 
0,2159 g Substanz gaben 0,6070 g AgJ (Zeisel). 


Berechnet fiir C,H,,O,N : Gefunden : 
N =  8,70°%o0 N == 9,03°%o 
Ag) = 291,7°% AgJ = 275,4, 281,2°/o 
CH,O = = 19,27°%o CH,O = 17,11, 17,87°/o 


Die zu niedrigen Werte fiir CH,O beziehen sich wahr- 
scheinlich darauf, dai die Gruppe NH - COOC,H, nicht quanti- 
tativ C,H,J liefert; so haben wir auch bei der Athoxybestimmung 
nach Zeisel des Phenylurethans zu niedrige Werte erhalten; 





| 
| 
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es gaben z. B. 0,2137 g desselben 0,2963 AgJ, was 26,57 °/o 
C,H,O entspricht, wihrend C,H,,O,N 27,27 °/o C,H,O verlangt. 

Zum Schlusse erwéhnen wir noch, dafi wir beim Methy- 
lieren des Diketopiperazins dasselbe quantitativ unverdndert 
zuriickerhalten haben und dab Glycylleucin beim Behandeln 
mit Diazomethan Glycylleucinanhydrid geliefert hat. Es 
diirfte hier wahrscheinlich der Glycylleucinmethylester entstanden 
sein, der dem Glycylalaninmethylester!) dhnlich leicht das An- 
hydrid bildet. Wir werden hierauf spéter bei der Besprechung 
des Verhaltens anderer Peptide gegen Diazomethan zuriick- 
kommen. 

Diese Arbeit wurde mit Mitteln ausgefiihrt, die uns das 
University Colston Research Committee bewilligt hat, 
wofiir wir ihm verbindlichst danken. 





') E. Fischer, Chem. Ber., Bd. 41, S. 2868 (1908). 
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Uber die «Kohlenhydratgruppe> in der echten Nucleinsdure. 
Vorlaufige Mitteilung. 


Von 


R. Feulgen. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. Juni 1914.) 


Wahrend die stickstoffhaltigen Komponenten der echten 
Nucleinsiure gut definiert sind, und Meinungsverschiedenheiten 
in dieser Hinsicht nicht mehr bestehen, wissen wir iiber die 
Kohlenhydratgruppen der Nucleinséure nur sehr wenig. Unsere 
Kenntnisse dariiber bestehen im wesentlichen in folgendem: 

1. Nach eingreifender Spaltung mit Mineralséuren werden 
erhebliche Mengen Livulinsaéure!) sowie Ameisensidure erhalten. 

2. Die Probe nach Molisch fallt positiv aus. 

3. Nach Zersetzung der Nucleinséure mit Alkali und An- 
siiuern der tiefrotbraunen Zersetzungsfliissigkeit tritt charakte- 
ristischer Karamelgeruch auf.?) 

4. Die Phloroglucin-Probe ist zwar positiv, aber etwas 
anders als sonst bei den Zuckern. °) 

5. Nach Ablésung der Purinbasen vermag die Nuclein- 
siure Fehlingsche Loésung zu reduzieren. *) 

6. Auf Grund der elementaren Analyse sind 43 Atome 
Kohlenstoff vorhanden, von denen 19 auf die stickstoffhaltigen 
Bestandteile fallen, so daf fiir die Kohlenhydratgruppe noch 
24 = 4 X 6 Atome ibrig bleiben. *) 


‘) Kossel u. Neumann, B., Bd. 27, S. 2221. 

*) R. Feulgen, Diese Zeitschrift, Bd. 91, S. 165. 

8) H. Steudel, Diese Zeitschrift, Bd. 56, S. 215. 

*) H. Steudel, Diese Zeitschrift, Bd. 55, S. 410, 

5) H. Steudel, Diese Zeitschrift, Bd. 53, S. 14 (Bd. 77, 5S. 497). 
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Auf Grund dieser Kenntnisse ist man zu dem Schluf 
gekommen, dafi in der Nucleinséure 4 Hexosegruppen vorhanden 
sind, die einerseits mit der Phosphorsdure esterartig, anderseits 
mit den stickstoffhaltigen Komponenten glukosidartig verbunden 
sind. Versuche, diese Hexose durch Séurehydrolyse zu erhalten, 
sind stets ohne Erfolg gewesen; immer war, wenn Phosphor- 
siure abgespalten war, an Stelle der erwarteten Hexose Liivu- 
linsdéure gefunden worden unter gleichzeitiger Bildung grofer 
Mengen Huminsubstanzen. Auch ich konnte mich von der 
Unmoglichkeit und Fruchtlosigkeit dieser Versuche tiberzeugen. 

Aus diesem Grunde interessierte ganz besonders ein Derivat 
der Nucleinsdéure, das schon von Kossel und Neumann!) vor 
vielen Jahren dargestellt worden ist, nimlich die Thyminsaure. 
Diese unterscheidet sich von der Nucleinsiiure lediglich durch 
das Fehlen der Purinbasen,?) muB also noch siimtliche Phosphor- 
siure, sowie alle 4 Hexosegruppen gebunden enthalten. 
Die Darstellung der Thyminséiure machte Schwierigkeiten, 
indem die unbedingt erforderliche und fiir den Kérper charak- 
teristische Reduktionsfahigkeit gegen Fehlingsche Lésung leicht 
verloren ging.?) Ich werde nun demnichst eine Methode be- 
schreiben, durch die es in der Tat gelingt, einen analytisch 
durchaus befriedigenden Korper mit den verlangten Kigenschaften 
zu erhalten. Mit Benutzung des Steudelschen Schemas seien 
hier die Beziehungen zwischen der Thyminsaure und Nucleinsaure 
angedeutet, unter ausdriicklicher Betonung, dafi auch ich mich 
iiber die Art der Phosphorsaurebindung jeglichen Urteils enthalte. 

Nucleinsaures Natrium Thyminsaures Baryum 
Na-Phosphorsadure-Hexose-Guanin - /* hosphorsdure-Hexose 


| 


Na-Phosphorsiure-Hexose-Adenin \Phosphorsau re-Hexose 
Na-Phosphorséure-Hexose-Cytosin /* hosphorsdure-Hexose -Cytosin 
Ba 


Na-Phosphorséure-Hexose-Thymin \Phosphorsiure-Hexose-Thymin 
Man erkennt in diesem Schema, daB die beiden Hexose- 

gruppen nach Aufspaltung der Glukosidbindung zahlreichen 

Eingriffen und Reaktionen zuginglich geworden sind. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 22, S. 74. 
*) Steudel und Brig], Diese Zeitschrift, Bd. 70, S. 399. 
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Die Thyminséure liefert nun eine ganze Reihe von Reak- 
tionen, die sich von dem entsprechenden Verhalten eigentlicher 
Zucker so prinzipiell unterscheiden, daf ich die Anwesenheit 
einer «Hexose», wenigstens in den Purinnucleotiden, ftir sehr 
unwabrscheinlich halte, daB vielmehr mit Wahrschein- 
lichkeit ein Vertreter einer eigenartigen Klasse von 
Ké6rpern in Frage kommt, die erst vor kurzem von 
E. Fischer entdeckt und der Synthese zuginglich gemacht 
worden ist, niimlich die Gruppe des Glueals. ') 

Fiir das Vorhandensein des Glucals oder eines dem 
Glucal dhnlichen Kérper sprechen folgende ganz charakte- 
ristische Reaktionen: 

1. Die unbekannte Kohlenhydratgruppe mu8 gegen Mineral- 
siiuren ganz auferordentlich empfindlich sein. Bei den Ver- 
suchen, sie aus der Thyminséure durch Saurespaltung zu iso- 
lieren, zeigte sich, dafi in dem Moment, wo eine Phosphor- 
siureabspaltung eintrat (in dem Augenblicke also, wo die freie 
«Hexose» tiberhaupt erwartet werden konnte), auch sofort 
intensive Huminbildung unter vollsténdiger Zerstérung des 
hexoseiihnlichen Korpers eingesetzt hatte. Man k6énnte nun 
meinen, da die esterartige Bindung mit der Phosphorsaure 
eine sehr feste sei, und dafi wegen des notwendigen starken 
Eingriffs der Zucker zerstért wiirde. Dies ist aber keines- 
wegs der Fall; vielmehr ist eine Phosphorséureabspaltung 
schon durch kurzes Sieden mit ganz verdiinnter Schwefelsdure, 
ja sogar durch Sieden der freien Nucleinsiure allein leicht zu 
erzielen; und wenn trotzdem der Zucker zerstiért wird, so 
liegt dies eben an einer ganz ungewOhnlichen Emp- 
findlichkeit des «Zuckers» gegen Mineralsduren. All- 
gemein sind nun Zucker durchaus nicht so empfindlich gegen 
Mineralsiéiure, wohl aber das Glucal,'!) welches mit 
starker Salzsiure schon in der K§alte in wenigen 
Augenblicken verharzt, desgleichen in der Hitze 
schon mit sehr verdiinnter Saure. 

2. Die Thyminséure ist sehr empfindlich auch gegen 
Alkalien, schon in Gegenwart von etwa 2°/o NaOH farbt sich 


') B., Bd. 47, S. 196 (1914) u. f. 
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eine 5°/oige L6sung des Baryumsalzes gelb, beim leichten Er- 
waérmen, schon bei Korpertemperatur geht die Farbe in ein 
dunkles Braun iiber. Ahnlich verhalt sich das Glucal.') 

3. Die Thyminsiéiure gibt die so seltene griine 
Fichtenspanreaktion mit prachtiger Farbe, das Glucal 
als Derivat des Hydrofurans ebenfalls.') 

4. Die Thyminsdure farbt (und das ist das Wich- 
tigste) fuchsinschweflige Siure und zwar tritt die 
Firbung schon in Gegenwart sehr geringer Mengen 
von Thyminsiure in wenigen Sekunden ein und wird 
nach wenigen Minuten intensiv rotviolett, wahrend 
in einem Parallelversuche Traubenzucker die entfiirbte Fuchsin- 
lésung auch nach 12 Stunden nicht verindert hatte. Diese 
Aldehydreaktion geben aber nicht die eigentlichen 
Zucker, wohl aber das Glucal.') 

5. Der Befund, daf es sich bei der Kohlenhydratgruppe 
um einen dem Glucal nahestehenden Korper handelt, muf 
nun sofort die Frage nach dem Molekulargewichte der Nuclein- 
siure akut werden lassen. Bekanntlich gibt absolut vakuum- 
trocknes nucleinsaures Natrium Stickstoff- und Phosphorwerte, 
die unerklarlich hoch (mehrere Prozente) iiber den Zahlen 
liegen, wie sie auf Grund der zurzeit bestehenden Anschau- 
ungen erwartet werden. Dies ist auch der Grund, weshalb 
H. Steudel stets den Quotienten N : P als mabgebend bei der 
Beurteilung der Nucleinséure angesehen hat. Auch ich habe 
von dieser Methode den ausgiebigsten Gebrauch gemacht, nach- 
dem ich mich davon tiberzeugt hatte, dafi mit den absoluten 
Prozentzahlen wenig anzufangen ist. Nun sind die Molekular- 
gewichte der zurzeit bestehenden Formeln simtlich auf das 
Vorhandensein einer «Hexose» C,H,,0, hin berechnet. Ganz 
anders wird die Sache, wenn man mit dem Vorhandensein 
eines dem Glucal fhnlichen K6rpers rechnet, der die Formel 
C,H,,.0, hat und sich mithin um ein Minus von 2 Sauerstoff- 
und 2 Wasserstoffatomen von einer eigentlichen «Hexose» 
unterscheidet. Nimmt man in der Nucleinsiure 4 gewohnliche 





!) B., Bd. 47, S. 196 (1914), u. f. 
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Phosphorséuremolekiile und 4 Molekile eines glucalahnlichen 
K6érpers von der Formel C,H,,0, an, so betragt das Molekular- 
gewicht des nucleinsauren Natriums nur 1390; daraus_ be- 
rechnet sich der Stickstoffgehalt auf 15,12°/o und der Phos- 
phorgehalt auf 8,94°/o. Gefunden wurde in einem beliebigen 
Priparate: lufttrocken: N = 12,5°/o, P = 7,3°/o; Gewichtsab- 
nahme iiber Phosphorpentoxyd im Hochvakuum bei 60° 18°/o, 
mithin liefert das Praparat vakuumtrocken die Zahlen 

N =: 16,2 berechnet fir C,,H,,0,,N,,Na, 15,1 

r= 69 8,9 

Also auch hier eine tiberraschende Ubereinstimmung mit 
den obigen Ausfiihrungen. 

Zurzeit bin ich mit Versuchen zwecks Isolierung dieses 
merkwiirdigen K6rpers beschiftigt, welche Arbeiten ich mir 


vorbehalte. 
Die Untersuchungen werden zum Teil mit Mitteln aus 


der «Grifin Bose-Stiftung ausgefiihrt. 
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Oxydation der Guanylsdure zu «Xanthylsaure» 
mittels salpetriger Saure. 
Von 


Martin Knopf. 


‘(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Juni 1914.) 


Von den einfachen pentosehaltigen Nucleinséuren sind 
bisher zwei aus dem tierischen Organismus isoliert worden, 
die Inosinséure (Hypoxanthylséure) von Liebig!) aus dem 
Muskel und die Guanylséure von Bang?) aus Rinderpankreas. 

Die Existenz der Guanylsiure war dann aber wieder 
zweifelhaft geworden, bis ihr Vorhandensein und ihre Zusammen- 
setzung, im grofen und ganzen den Angaben Bangs entsprechend, 
durch die Untersuchungen von Steudel*) und Steudel und 
Brigl aufer Zweifel gestellt wurden. Spiter ist die Guanyl- 
siure auch in anderen Organen aufgefunden worden. 

Wahrscheinlich ist die Gruppe der natiirlich vorkommenden 
einfachen Nucleinsiuren mit diesen beiden Substanzen nicht er- 
schépft, denn da im Tierk6rper vier verschiedene Purinbasen 
vorkommen, von denen je zwei in néherer Beziehung zueinander 
stehen, so mufi man auch die Existenz von vier diesen Basen 
entsprechenden einfachen Nucleinséuren voraussetzen. 

Um die Kenntnis dieser einfachen Nucleinséuren, die die 
Basen der Xanthingruppe — Guanin, Xanthin, Adenin, Hypo- 
xanthin — enthalten, zu erweitern, habe ich durch Oxydation 
der Guanylsdure die Xanthylséure dargestellt und ihre Eigen- 
schaften studiert. 





1) Annalen d. Chemie, Bd. 62, S. 317 (1847). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 26, S. 133 (1898/99). 
3) Diese Zeitschrift, Bd. 53, S. 539; Bd. 68, S. 40, 
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Ich gebe eine Ubersicht der vier einfachen Pentosenuclein- 
siuren der Xanthingruppe, von denen nunmehr nur noch die 
Adenylsdure unbekannt ist. 

Guanylsiure H,N - C,,H,,N,O,P Adenylsiure H,N - C,,H,,N,O,P 


v Y 
Xanthylséure OH-C,,H,,.N,O,P Hypoxanthylséure HO - C,,H,.N,0,P 
(Inosinsaure). 


Experimenteller Teil. 


Oxydation der Guanylsaéure zu Xanthylsaure 
mit salpetriger Sdure. 
H,N-C,,H,,N,0,P -+- HNO, = HO-C,,H,,N,0,P +- H,O + N,. 


20 g guanylsaures Natrium, die aus dem Nucleoproteid 
vom Rinderpankreas nach der Methode von Bang!) dargestellt 
worden waren, werden in einem Filterstutzen von 750 ccm 
Inhalt in 400 ccm Wasser verteilt; unter Turbinieren gibt man 
allmiéhlich je 100 g Natriumnitrit und 100 cem Eisessig hinzu, 
nach ungefaéhr 5 Stunden ist eine klare gelbe Losung ent- 
standen. Um starkes Schiiumen zu verhindern, ist der Zusatz 
einer geringen Menge Ather oder Amylalkohol von Vorteil. 
Aus der Loésung kann man mit der fiinffachen Menge Alkohol 
die Xanthylséure als teigige Masse fillen, die nach dem Ab- 
giefien der Mutterlauge durch Zusatz von Alkohol und Ver- 
reiben gehirtet wird. Das rohe Produkt ist ein gelbes hygro- 
skopisches Pulver. Zu einem reinen Kérper kommt man, wenn 
man die Siiure aus der Reaktionsfliissigkeit mit schwefelsaurer 
Quecksilbersulfatl6sung (Hopkinsche Lésung) fallt, wie es 
Levene?) fiir die Reindarstellung der Guanylséure getan hat. 
Dann entsteht ein weifer voluminéser Niederschlag, der mit 
kaltem Wasser mehrmals digeriert und dekantiert wird und 
zum Schlub auf der Nutsche abgesaugt und mit heifem Wasser 
gewaschen wird. In Wasser suspendiert, wird er sodann mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt, die Losung zur Ausflockung des 
kolloidal gelésten Quecksilbersulfides mit Baryumcarbonat ge- 
schiittelt und filtriert. Zu dem baryt- und schwefelsdurefreien 


') loc. cit. 
*) Journ. of Biol. Chem., Bd. 12, S. 421. 
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Filtrat gibt man die berechnete Menge Brucin, in Alkohol ge- 
lost, nachdem man durch Titration die Aciditit festgestellt hat. 
Wenn das Brucinsalz nicht auskrystallisiert, konzentriert man 
die Lésung bei vermindertem Druck, bis die Ausscheidung 
beginnt. Etwa tberschiissig zugesetztes Brucin wird mit Chloro- 
form extrahiert. Aus 30°/oigem Alkohol krystallisiert das Salz 
in schénen langen, farblosen Nadeln, die gegen 200°zuschmelzen 
beginnen. Zur Analyse wurde das Salz dreimal umkrystalli- 
siert und im Vakuum tiber P,O, bei 110° getrocknet. 


P-Bestimmung: 0,1810 g siattigen 8,4 ccm NaOH (Neumann) 


9 


= 


Praparat II: 0,2204 » > 9,2 » » > 
N-Bestimmung: 0,1588 » liefern 12,7 » WN (19,0°, 756 mm). 
Priparat Il: 0,1511 » >» 12 >» N (18,5°, 758 » ). 
Berechnet fiir C,,H,,N,O,P - 2 C,,H,,N,O, = 1152: N 9,71%  P 2,69%o 
Gefunden: I. 9,30°/o 2,57 °/o 
IH. 9,17 %o 2,31 °/o 
Nach dem neuerdings von Heubner') angegebenen Faktor 0,575 
fir die Neumannsche P-Bestimmung ergeben meine P-Analysen die 
Werte: I. 2,70°%o P 
Il. 2,40°/o P. 


Hydrolyse der Xanthylsiure. 


3 g rohe Xanthylsaure, die, wie oben beschrieben, durch 
Fallung mit Alkohol aus der Desamidierungsfliissigkeit gewonnen 
waren, wurden in der gleichen Weise, wie Steudel?) zur 
Isolierung des Guanins aus Guanylséure verfahren hat, mit 
200 ccm 5°/oiger H,SO, 3 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. 
Nach dem Erkalten fallt auf Zusatz von Ammoniak bis zum 
Neutralpunkt ein gelbgraues Pulver aus, das sich in tiber- 
schtissigem Ammoniak in der Wiirme klar lést und 
beim Erkalten nicht wieder ausfillt. Nach dem Ver- 
dunsten des letzteren wird das Produkt abgesaugt, in tiber- 
schiissiger Salzsdure gelist und die dunkle Fliissigkeit durch 
Aufkochen mit Tierkohle entfarbt. Destilliert man sodann bei 
vermindertem Druck die Salzsiiure ab, so bleibt das Chlor- 





1) Biochem. Zeitschrift, Bd. 64, S. 401. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. 53, S. 539. 
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hydrat des Xanthins zuriick. Beim Kochen mit Wasser scheidet 
sich die Base als weifes Pulver aus. 

Zur Analyse wurde die Substanz bei 130° im Vakuum 
iiber P,O, getrocknet. 

C;H,N,O, = 152. 0.0835 g Substanz liefern 27 ccm N (17°, 738 mm). 
Berechnet: N == 36,84°/o 
Gefunden: N = 36,51°%o. 

Durch die Abwesenheit von Guanin ist also bewiesen, 
daB die Guanylsdure vollig desamidiert worden ist. 

Die Xanthylséure ist in Wasser leicht léslich und wird 
von Siiuren nicht gefallt. Sie fallt mit Quecksilbersalzen, Kupfer- 
salzen und Silbersalzen, das erstere ist ldslich in Alkalien, 
die beiden letzteren im Ammoniak. Aus konzentrierten L6- 
sungen fiillen allmahlich Pikrinséiure und Phosphorwolframséure 
die Nucleinsaéure aus. 

Aus dem Brucinsalz erhalt man bei Einwirkung der be- 
rechneten Menge Baryumhydroxyd oder Calciumhydroxyd und 
Ausschitteln des Brucins mit Chloroform in Wasser unschwer 
ldsliche Baryum- oder Calciumsalze, weife Pulver, die ich 
nicht zur Krystallisation zu bringen vermochte. Die Analysen 
der amorphen Produkte ergaben zu hohe Baryum- und Calcium- 
werte, so dafi vermutlich ein Gemisch von neutralem und 
basischem Salz vorlag. Eine Bestimmung der optischen Drehung 
der Siiure habe ich deshalb noch nicht ausgefiihrt. 

Von anderer Seite soll im hiesigen Laboratorium in gleicher 
Weise wie fiir die Guanylséure die Desamidierung der Hefe- 
nucleinsiiure ausgefiihrt werden. 









































Uber die Herkunft des Kreatins im tierischen Organismus. 


II. Mitteilung. 
Das Verhalten der ¢«-Guanido-, «-Ureido- und ¢-Amino-n- 
capronsaure im Organismus des Kaninchens. 
Von 


Karl Thomas und M. H. G. Goerne. 





(Aus dem physiologischen Institut zu Greifswald und dem Kaiser-Wilhelm-Institut 
fiir Arbeitsphysiologie in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30, Juni 1914.) 


Bei der Verfiitterung der e-Guanidocapronséure hatten 
wir erwartet, Kreatin als Endprodukt zu erhalten. Dies war 
nicht der Fall. Auch nicht die kleinste (kolorimetrisch ge- 
messene) Anderung in der Ausfuhr von Kreatin und Krea- 
tinin war in einem der Versuche zu erkennen. Aufer kleinen 
Mengen unverinderter Guanidoséure konnte nur die ent- 
sprechende Ureidosiure aus dem Harn isoliert werden. Die 
Ausbeute betrug etwa 10°/o der Menge der verfiitterten Gua- 
nidosiure. Wie ist sie entstanden? Einmal konnte die Guanido- 
siure, dhnlich wie das Arginin durch die Arginase, in Harn- 
stoff und die Aminosiéure zerlegt worden sein; darauf war 
entweder beim Eindampfen des Harns oder schon im Tier- 
koérper aus letzterer die Ureidoséure gebildet worden. 





N NH—(CH,),COOH 
er +O /NHe 4. Harnstoff ‘nila 
C=NH ——_—_-—_-+ 0=C——NH, —-——-+ nu, + CO 
NNH(CH,),COOH 4. NH,(CH,),COOH L 
INTTe 


Auf den ersten Blick erschien dieser Weg garnicht so 
unwabhrscheinlich; denn einmal sind die Ureidosiuren, die ein- 
wandsfrei im Tierk6rper entstanden waren, immer aus den 
entsprechenden Aminoséuren gebildet worden (Phenylalanin, 
Tyrosin).!) Und dann erwahnt Ackermann selber die gleiche 








') Dakin, Journ. of Biol. chem., Bd. 6, S. 235; s. a. Lippich, 
Diese Zeitschrift, Bd. 90, S. 120, 1914; Weiland, Bioch. Zeitschr., Bd. 38, 
S. 385, 1912. 
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Moglichkeit fiir die Bildung von Methylhydantoin,') das er bei 
der Faulnis von Kreatinin aufgefunden hat. In unserem Falle 
ist so die Ureidoséure nicht entstanden. Denn bei der Ver- 
fiitterung geht die Aminoséure nicht in sie tiber. Damit ist 
auch bewiesen, dafi die Ureidoséiure nicht als Kunstprodukt 
bei der Aufarbeitung des Harns entstanden ist. Selbstverstind- 
lich hatten wir von Anfang an jede Behandlung des Harns 
bei niederer Temperatur vorgenommen, immer nur im Vakuum 
eingedampft usw. Deshalb muf die Ureidoséure direkt aus 
der Guanidosiéure entstanden sein. 
NH, 
C=(NH -+- H,)O 
\NH—(CH,),COOH 

Die Spaltung verlaéuft dabei in etwas anderer Weise als 
bei der fermentativen des Arginins. Auf diese Beobachtung 
hin wird man auch die Versuche Ackermanns sicherer in 
der Richtung hin deuten dirfen, daB das Methylhydantoin 
direkt aus dem Kreatinin entstanden ist und daf dieses erst 
beim zweiten liinger dauernden Faulnisversuch unter Abspal- 
tung von Sarkosin zerfallen ist. Bei uns erfolgt die gleiche 
Reaktion bei offener Kette. Denn bei den e-Guanido- und 
Ureidoderivaten der n-Capronsdure ist die Bildung eines lactam- 
artigen Ringschlusses offenbar unmdglich. Wir haben ihn in 
vitro trotz besonderer darauf hinzielender Versuche nie er- 
zielen kénnen. Dagegen kommt er bei der Amino-n-capron- 
siiure sehr leicht und auch noch bei den Guanido- und Ureido- 
derivaten der Essigsiure zustande. Im Tierkérper haben wir 
aber keinen Anhaltspunkt fiir eine derartige Reaktion gefunden. 





Von der verfiitterten Guanidoséure haben wir nur einén 
kleinen Teil als solche oder als Ureidoséure wieder auffinden 
kénnen. Weitaus der gré{te Teil war spurlos verschwunden. 
Wir haben allerdings die Kohlenstoffausscheidung der Ver- 
suchstage nicht kontrolliert und koénnen daher nur mit allem 
Vorbehalt annehmen, daf der Rest der Saéure vollig verbrannt 


') Zeitschrift f. Biol., Bd. 63, S. 81, 1913. 
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worden ist. Dieser Weg geht wahrscheinlich nicht tiber die 
Ureidosdure. Sie verdankt nur einer Nebenreaktion ihr Ent- 
stehen. Die Ureidocapronsiure haben wir uns niimlich in 
groferer Menge synthetisch hergestellt und in gleicher Menge 
wie die Guanidosiiure den gleichen Tieren eingegeben; unge- 
fahr zur Halfte wurde sie unveriindert wieder ausgeschieden. 
Uber den Verbleib des Restes kénnen wir nichts angeben. 
Vielleicht entsteht intermediir die Aminoséure oder ihr Lac- 
tam; denn als wir die Tiere mit der Ureidosiiure spritzten, 
aihnelte ihr Verhalten demjenigen der Tiere, denen ¢-Leucin 
beigebracht worden war. Sie magerten stark ab und gingen 
zum Teil ein. Im Harn der Tiere, die mit der Ureidoséure 
behandelt worden waren, konnten wir aber die Aminocapron- 
siure nicht auffinden. Wir tiberzeugten uns, dafb das Lactam 
der Aminocapronsaure giftiger ist als die Aminosaéure und 
diese giftiger wieder als die Ureidosiure. Das gleiche Ver- 
haltnis besteht auch fiir die ~-Aminobuttersdure und 5-Amino- 
valeriansaure und ihre jeweiligen Lactame. Wenn man also 
in dem toxischen Verhalten der Ureidosiure einen Hinweis 
auf den Weg ihres Abbaues im Organismus sehen will, so ist 
auch an die Moglichkeit der intermediiéren Bildung des Lactams 
zu denken. Wir haben es aber ebensowenig gefunden, wie 
die Aminoséure. Auch nicht, als wir die Aminoséure Kaninchen 
beibrachten. Von dieser erschienen gegen 17°/o unveriéndert 
im Harn wieder. Wenn also der bevorzugte Weg fiir den Ab- 
bau der Guanidocapronsiaure nicht iiber die Ureidocapronsiure 
fiihrt, so kann hierfiir an einen gedacht werden, der zur 
y-Aminobuttersaure fiihrt, die offenbar leicht verbrennlich ist. 
Der Weg wire entweder: Guanidocapronsiure ——> Guanido- 
buttersiure ——-+ y-Aminobutterséure oder Guanidocapronsaéure 
—-> Aminocapronsiure —~> +-Aminobuttersaure. 

Die erstere Reaktionsfolge hat die gréfere Wahrschein- 
lichkeit fiir sich, da 1. die Guanidocapronsiiure voOllig indifferent 
fir das Tier auch in groBen Mengen ist, das giftige e-Leucin 
also wahrscheinlich intermediar nicht entsteht und weil 2. die 
Guanidobuttersaure als einzige Guanidosdure neben dem Arginin 
von Leberprefsaft gespalten werden kann. Dab die Guanido- 
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capronsdure von dem Ferment nicht angegriffen wird, hat der 
eine von uns!) bereits gezeigt. Fiir die Tatsache, daf auch 
die }-Guanidovaleriansiure und die 8-Guanidopropionsaure nicht 
gespalten werden, wird in der nichsten Mitteilung der experi- 
mentelle Beweis beigebracht werden. 

Durch Darstellung der methylierten Guanidosaure hoffen 
wir Einblick in den oxydativen Abbau der Kohlenstoffkette zu 
erhalten. Die Synthese der Methylguanidocapronsdure ist bereits 


zu Ende gefihrt. 


Experimenteller Teil. 


1. Das Verhalten der e-Guanidocapronsdure im Orga- 
nismus des Kaninchens. 


Zu den Fiitterungsversuchen benutzten wir Kaninchen. 
Zuerst wurden sie mit Hafer gefiittert, von dem sie beliebige 
Mengen nehmen konnten. Unter diesen Bedingungen war aber 
die tiigliche N-Ausscheidung im Harn?) nicht gleichmaBig und 
ferner die Resorption der verfiitterten Substanz unvollstindig. 
Denn ein Teil unverinderter Guanidocapronséure wurde aus 
den Darmabscheidungen zuriickgewonnen.*) Deshalb muften 
in den spiiteren Versuchen die Tiere hungern. Kaninchen 
wurden zu den Versuchen gewihlt, weil sie die Gewohnheit 
haben, beim Hungern ihren eigenen Kot wieder zu fressen. 
Bei ihnen war also die Wahrscheinlichkeit, dab die Guanido- 
capronsiiure trotz ihrer geringen Loslichkeit voéllig resorbiert 
werden wiirde, am grOften. In der Tat konnten wir auch aus 
den kleinen Mengen Hungerkot dieser Tiere nie die verfiitterte 


') Diese Zeitschrift, Bd. 88, S. 465, 1913. 

*) Die Tiere wurden tiglich katheterisiert und die Blase gespiili. 

3) Extraktion der getrockneten Faeces zuerst mit Ather, dann mit 
Alkohol. Darauf mit salzsaurem oder essigsaurem Alkohol; der Riick- 
stand dieses Extraktes wurde in Wasser gelést und neutralisiert. Die aus- 
gefallene, schwer lésliche e¢-Guanidocapronsdure abfiltriert wieder in 
wenig Siure gelist, die Lisung mit essigsaurem Quecksilber und Soda 
gereinigt, aus dem Niederschlag das Chlorhydrat der Guanidocapronsaéure 
dargestellt, dessen Schmelpunkt (163—165°) der erwartete war und die 


Mischprobe bestand. 
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Substanz wieder gewinnen. Die Kreatininausscheidung im Harn 
zeigte keinen Anstieg. Wir haben mehrere Versuche durch- 
gefiihrt;') sie im einzelnen anzufiihren, eriibrigt sich bei ihrem 
negativen Ergebnis in dieser Beziehung. Nur fiir einen seien 
die Kreatininwerte?) aufgefiihrt. Sie betrugen in der Vor- und 
Nachperiode 176, 181, 166 und 171 mg = 174 mg im Mittel 
fiir den Tag, in der Hauptperiode, wo an den ersten 2 Tagen 
je 4,2 g Guanidocapronsaurechlorhydrat mit Natronlauge neu- 
tralisiert per os gegeben worden waren, 169, 173, 161, 195 
= 177 mg im Mittel. Der Urin wurde im wesentlichen nach 
den Angaben von Jaffé*) verarbeitet; das Kreatinin wurde 
iiber das Kaliumpikratdoppelsalz gereinigt. Zur Wigung kamen 
0,0377 g Zinksalz mit einem Gehalt von 16,45°/o ZnO (statt 
22,4°/o); ferner ungefiihr 0,8 g unverdnderte Guanidocapron- 
siiure, als Chlorhydrat und Chloraurat isoliert und durch 
Bestimmung des Schmelzpunktes und der Analyse des Chlor- 
hydrates identifiziert.+) Niedere Homologe der Guanidocapron- 
siure, besonders die y-Guanidobutterséure und die Guanido- 
essigsiiure waren trotz allen Suchens in keiner Fraktion zu 
finden. Deshalb wurde der Versuch mit mehr Substanz wieder- 
holt. Ein hungerndes Kaninchen (3,8 kg) bekam im Laufe von 
5 Tagen 15,6 g e-Guanidocapronsdure durch die Schlundsonde 
zugefuhrt. Der Urin wurde noch 5 weitere Tage gesammelt 
und wie weiter unten angegeben wird, verarbeitet. Dabei 
wurden ungefahr 3!/2 g unveriinderte Guanidocapronsiure, frei 
von niederen Homologen isoliert, ferner 0,41 g rohes Kreatin, 





1) Die zwei ersten wurden von dem einen von uns (Thomas) be- 
reits im Sommersemester 1911 im Tiibinger physiologisch-chemischen 
Institut durchgefiihrt. 

2) Das Kreatin wurde nicht bestimmt, da seine Uberfiihrung im 
Kaninchenharn, der mit dem Spiilwasser der Blase stark verdiinnt war, 
doch nicht quantitativ erfolgt wire. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. 48, 5S. 430, 1906 Die genaue Beschreibung 
der Arbeitsmethode, zu der wir im Laufe der Zeit gekommen sind, erfolgt 
unten. 

4) 0,1237 g Substanz geben mit Silbersulfat bei Gegenwart von 
Schwefelséure 0,0852 g AgCl, enthalten also 17,03°/o Cl (berechnet fiir 
C,H,,;N,0, - HCl 16,93°/o); das Filtrat nach Kjeldahi behandelt ergibt 
20,40°Jo N (ber. 20,06°/o). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XCII. 12 
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die nach einmaligem Umkrystallisieren aus Wasser 0,30 g reines!) 
Kreatin geben und 1,07 g einer in kaltem Wasser schwer l6s- 
lichen, mit Phosphorwolframsaure nicht fallbaren Saure. Nach 
einmaligem Umkrystallisieren aus Wasser waren von ihr 0,63 g 
feine, fast weiBe Nadeln vorhanden; bei 178—179° schmelzen 
sie und zersetzten sich unter Gasentwicklung. Dieser Schmelz- 
punkt andert sich bei weiterem Umkrystallieren nicht. N-Gehalt 
14,93 °/o. Mit 0,21 g der gleichen Substanz, die aus der Mutter- 
lauge spiiter gewonnen worden waren, wurde noch einmal 
unter Zusatz von Tierkohle aus Wasser umkrystallisiert, scharf 
im Vakuum tber P,O, bis zur Gewichtskonstanz getrocknet 


und dann analysiert.?) 
1. 7,018 mg geben 12,632 mg CO, und 5,560 mg H,O; 
4,285 » > 0,558 ccm N bei 20° und 719 mm. 
Gef. 49,09°/o C 8,86°jo H 14,00°o N. 


2. Nach nochmaligem Trocknen: 


a) 7,590 mg geben 13,452 mg CO, und 5,925 mg H,O 
b) 5,305 » > 9415 >» » > 4235 » » 
c) 5,495 » > 9,760 >» » > 4410 >» » 
d) 8,040 » >» 14,340 >» >» >» 6,060 >» » 
gef.: a) 48,33°%o C 8,73°/o H 
b) 48,40°/o » 8.93 °%/o >» 
C) 48,44°%/o >» 8,95°/o >» 
d) 48,64°%o0 » 8,435 °/o >» 


Ber.: fiir Ureidocapronsiure C,H,,O,N, C 48,27°jo, H 8,05 °%o, N 16,10 °%o 
. » Methylureidocaprons. C,H,,O,N, » 51,06°0, » 8,51°/o, » 14,90°/o 

» >» Aminocapronsaure C,H,,0,N > 54,96°/o, » 9,90°0, » 10,69 %/o. 
Da der Schmelzpunkt unserer Substanz sich beim Um- 
krystallisieren nicht mehr verindert hatte, hielten wir sie fiir 
einheitlich. Die Analyse stimmte einigermafen auf eine Methyl- 
ureidocapronsiure. Damit isomer ist ¢-Leucylglycin. Beim 
Versuch, auf die Substanz die Erlenmeyer-Spirosche Reak- 
tion *) zum Nachweis des Glycinrestes anzuwenden, konnte weder 
ein Lactimid, noch die Phenylbrenztraubenséure gefabt werden. 
Wir wiederholten daher den Fiitterungsversuch mit einer groBeren 


') 0,2927 g verlieren im Vakuum iiber P,O, 0,0354 g = 12,09°/o H,O 
(ber. 12,07°/o) 0,0905 g der krystallfreien Substanz enthalten 20,75 ccm 
N/iio-NH,, also 32,10°/o N (ber. 32,06 °/o). 

*) Die Analysen verdanken wir Herrn Dr. H. Weil in Minchen. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 28, S. 177, 1899. 
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Menge Guanidocapronsiure.') Dabei fanden wir erst die Erklarung 
fiir das eigentiimliche Verhalten unserer aus dem Harn isolierten 
Substanz. Es handelt sich einfach um die e-Ureidocapronsaure ; 
diese vertragt aber schon das Trocknen im Vakuum bei Zimmer- 
temperatur (vielleicht auch das Umkrystallisieren aus heifem 
Wasser) nicht. Was wir in Hinden hatten, war offenbar ein 
Gemenge von viel Ureido- und wenig Aminocapronsiiure gewesen. 

11 hungernden Kaninchen (1700—2000 g Anfangsgewicht) 
werden taglich 2 g (Guanidocapronséiure durch die Schlund- 
sonde beigebracht. Im ganzen werden 125,5 g davon ver- 
fiittert. Der Harn, der 2 Tage linger gesammelt wird, wird 
liber Chloroform aufbewahrt. Es werden mit dem Spiilwasser 
der Kafige 7000 ccm erhalten mit 82,9 g N; zur Reinigung 
wird mit Bleizucker gefallt, wozu ungefahr 1 1 einer 20°/oigen 
Losung gebraucht werden. Filtrat und Waschwasser (unge- 
fihr 101) wird mit Schwefelwasserstoff und dann mit einem 
Luftstrom behandelt; und wieder filtriert. Darauf wird im 
Vakuum eingeengt. Das Schwefelblei lauft beim Filtrieren 
kolloidal mit durch. Die auf ein handliches Volumen gebrachte 
Flissigkeit wurde daher mit gegliihter Kieselgur geschiittelt 
und abgesaugt.*) Das Filtrat davon enthielt 81,06 g N. Es 





1) Das hierzu gebrauchte Cyklohexanon schenkte mir in vorziig- 
licher Reinheit die Badische Anilin- und Sodafabrik, wofiir ich ihr auch 
hier danken mochte. 

*) Der Niederschlag wird getrocknet und mit HCl] enthaltendem 
absolutem Alkohol wiederholt ausgekocht. Das alkoholische Filtrat enthiilt 
2,45 g N. Es wird im Vakuum zur Trockene eingedampft, der Riickstand 
in heiflem Wasser aufgenommen und mit Kalilauge neutralisiert und in die 
Kalte gestellt. Der entstandene Niederschlag (8,0 g) wird aus 30 ccm kon- 
zentrierter Salzsdure krystallisiert. Es werden 8,2 g feine weife Nadeln vom 
Schmp. 163—165° erhalten. Sie werden aus Alkohol umkrystallisiert, ins 
Chloraurat iibergefiihrt, wobei mehrmals durch einen Unfall der griftte Teil 
der Substanz verloren ging. Schlieflich wurden 8,2g Chloraurat erhalten, die 
einmal aus Wasser umkrystallisiert den fiir Guanidocapronsiéurechloraurat 
verlangten Goldgehalt aufweisen, aber um 10° niedriger schmelzen (155°) 
und diesen niedrigen Schmelzpunkt auch bei weiterem Umkrystallisieren 
beibehalten. Gemischt mit dem bei 165° schmelzenden synthetischen 
Guanidocapronsdurechloraurat schmelzen sie bei 158-—-162°. 

0,2032 g gewichtskonstantes Aurat hinterlassen 0,0782 g Glihriick- 
stand; gef.: 38,48°/o Au; ber.: 38,43°/0. a 
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wird zur Trockene eingedampft, die letzten Reste Wasser 
durch zweimaliges Zugeben von Methylalkohol und Wieder- 
eindampfen entfernt. Der zuriickbleibende Sirup geht in warmem 
Methylalkohol zum grOdBten Teil in Lésung. Nach eintagigem 
Stehen wird abgesaugt;') im Filtrat sind 75,8 g N. Der Methyl- 
alkohol wird verdampft; der Riickstand in 41 Wasser aufge- 
nommen, sodaf die Lésung ungefihr 2°/o Harnstoff enthalt, 
und bei schwefelsaurer Reaktion (4 Volumenprozent) mit Phos- 
phorwolframsiaure gefillt. Es wird soviel davon zugesetzt, dab 
eine 5°/oige Phosphorwolframsdure keine weitere Fallung mehr 
gibt. Im ganzen werden 2800 ccm einer 20°/oigen Losung 
gebraucht. Nachdem das Gemisch tiber Nacht im Eisschrank 
gestanden, wird abgesaugt, das Filtrat in der tiblichen Weise 
mit Baryt zerlegt und schlieflich im Vakuum so stark eingeengt, 
dafi} der Harnstoff bei Zimmertemperatur eben gelist bleibt. 
Nach 14 Tagen war die Krystallisation beendet. Es wird ab- 
gesaugt und nacheinander mit kaltem Wasser, Alkohol und 
Ather auf der Nutsche gewaschen. Ausbeute lufttrocken 11,5 g, 
Smp. 163—-175° unter Zersetzung; der Mischschmelzpunkt er- 
gibt, dali die Substanz identisch ist mit der im vorigen Versuch 
erhaltenen, die sich aber bei 178—-179° zersetzte. Nach zwei- 
maligem Umkrystallisieren aus heifem Wasser (200 ccm), das 
erste Mal unter Zusatz von Tierkohle, zersetzt sich die Sub- 
stanz im zugeschmolzenen RoOhrechen bei 174—179°. Aus- 
beute 8,7 g. ?) 

N-Gehalt 15,35°/o; Ureidocapronsaure verlangt 16,10°/o N. 
Darauf wird noch einmal mit heifBem Wasser krystallisiert. Der 
Schmelzpunkt betriigt jetzt 178—179° (im geschlossenen Rohr- 
chen). Der N-Gehalt (nach Kjeldahl) ist fiir die im nicht 
evakuierten Exsikkator 2 Tage tiber Schwefelsiure getrockneten 
Substanz 15,85°/o; nach Dumas 16,52°/o. %) 

Nach nochmaligem Umkrytallisieren aus heifem Wasser 


‘) Der Riickstand enthilt keine Guanidocapronsiure. 
*) Aus den gesamten Mutterlaugen werden noch 1,61 g (Schmp. 168°) 
gewonnen. 
®) 0,1296 g geben 20,3 ccm N bei 20° und 705,5 m 
Gef.: 16,52°/o N. 
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und Trocknen iiber CaCl, 15,37°/o N nach Kjeldahl. Der Ge- 
halt an Kohlenstoff und Wasserstoff war etwas zu hoch.') 
Zur weiteren Identifizierung als e-Ureidocapronsiure wurde 
diese nach Lippich aus der Aminosiure hergestellt (s. unten). 
Sie zeigte vollig gleiches Verhalten wie die Substanz aus Harn, 
beide gemischt zersetzten sich ohne Depression. Ferner wurde 
die Harnsubstanz gespalten und in dem Reaktionsgemisch die 
e-Aminosiaure als Benzolsulfoverbindung nachgewiesen. 


2 0,87 g der Substanz aus Harn werden mit 3,5 g Barythydrat 
und 25 ccm Wasser 4 Stunden im Rohr auf 140° erhitzt. Beim Offnen 
besteht kein Druck; das Reaktionsgemisch der beiden Réhren wird ver- 
einigt, mit CO, gesattigt und unter Durchblasen von Luft solange gekocht, 
bis kein Ammoniak mehr entweicht. Das Filtrat wird zur Trockene ein- 
geengt. Der Riickstand (1,43 g ber. 1,31 g) wird in 12 ccm /;-KOH ge- 
lést, mit 7,5 g Benzolsulfochlorid und 18 cem 22°/oiger KOH in Portionen 
geschiittelt. Dann wird filtriert und angesiuert. Es fallen 2,26 g weife 
Nadeln. Schmp. 116—118°; aus 135 ccm heifiem Wasser umkrystallisiert 
1,34g, Schmp. 118—120.5°. Benzolsulfo-e-Leucin verlangt 120—122°.*) N- 
Gehalt nach Kjeldah! 5,11°/o (ber. 5,17°/o\. 0,1546 g geben 0,2996 g CO, 
und 0,0873 g H,O. Gef.: 52,85°/o C, 6,32 °/o H, ber.: 53,12°/o C, 6,27 °%o H. 


0,1492 g geben 0.1303 g BaSQ, (Carius) gef. 12,00 S \ ber. 
0,1533 » » 0,1323 > > > > 11,85 >» f 11,81% S. 


Die Mutterlauge der Ureidocapronsiure sowie die Phos- 
phorwolframsiiurefiillung wurden bei alkalischer Reaktion mit 
Chloroform extrahiert. Wenn das Lactam der Aminocapron- 
siiure vorhanden war, muBte es jetzt im Riickstand des Chloro- 
formauszugs enthalten sein. Dieser bestand aber nur aus Spuren 
eines braunen Ols und wurde verworfen. Die mit Chloroform 
extrahierten Loésungen wurden mit Baryt (und Harnstoff) ge- 
kocht, damit allenfalls vorhandene Aminosiiure als Ureidosiure 
ausfiel. Es wurde jedoch in beiden Fillen keine gefunden. 

Bei der Verfiitterung von 125,5 g Guanidocapronsaure 
wurden also ca. 8 g (= 6,4°/o) unverandert zuriickgewonnen, 
10,3 g (= 8,2°/o) waren in die Ureidosiure tibergegangen ; 
dafiir daf ein weiterer Teil in die Aminoséure oder ihr Lactam 





‘) 0.1205 g geben 0,2154 g CO, und 0,088 g H,O 
Gef.: 48.94°%o C 8,20°/o H 
Ber.: 48,25°/o » 8,05°%/o » 

?) v. Braun, Chem. Ber., Bd. 40, S. 1839, 1907. 
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iibergegangen war, konnte kein Anhaltspunkt gefunden werden. 
Der groBte Teil der verfiitterten Sadure wird also vollstandig 
verbrannt worden sein. 


II. Die «-Ureidocapronsaure und ihr Verhalten im Organismus 
des Kaninchens. 


1. Darstellung und Eigenschaften. 


Lippich’) hat in einer Reihe von Mitteilungen die Ur- 
amidosauren der natiirlich vorkommenden a-Aminosauren durch- 
forscht. Fiir ihre Darstellung gibt er zwei neue Wege an; 
einmal wird die Aminoséure mit Harnstoff und tiberschiissigem 
Baryt, das zweite Mal nur mit Harnstoff gekocht. Wahrend 
letztere Methode mehr von analytischem Interesse ist, eignet 
sich die erste besser zur Darstellung im grofen; hier ist am 
Schlu8 aller iiberschiissig zugesetzter Harnstoff entfernt; die 
Aufarbeitung des Reaktionsgemisches also einfacher, auch be- 
notigt die Reaktion kiirzere Zeit. Wir wihlten deshalb diesen 
Weg, nachdem wir uns tberzeugt hatten, dai sowohl das 
e-Leucin wie auch die Ureidocapronséure das Kochen mit 
Barytlésung vertragen. 

20 g nicht ganz chlorhydratfreies Leucin?) werden mit 85g 
Harnstoff, 300 g Barythydrat und 800 ccm Wasser im 2 I-Rund- 
kolben 8 Stunden am Riickflu{ gekocht. Dann wird das noch 
heife Reaktionsgemich mit CO, gesittigt, das Baryumcarbonat 
abgesaugt und das Filtrat auf dem Wasserbad eingedampft. 
Der Versuch wird 4mal wiederholt, die Filtrate gemeinsam 
verarbeitet. Nachdem die auf ein kleines Volumen eingeengte 
Fliissigkeit nochmals von etwas Baryumcarbonat befreit worden 
ist, wird mit Eisessig angesiéuert. Es fallen sofort weiBe Nadeln. 
Nach 3stiindigem Stehen im Eis wird abgesaugt, mit kaltem 
Wasser, 94°/oigem Alkohol und Ather gewaschen. Ausbeute 
lufttrocken 97,6 g = 88,3°/o der Theorie. Bei 171—174° zer- 


') B. B., Bd. 39, S. 2953, 1906. — Ebenda, Bd. 41, S. 2974, 1908. — 
Diese Zeitschrift, Bd. 68, S. 278, 1910. — Ebenda, Bd. 90, S. 124, 1914. 

*) Wir haben das Chlorhydrat der e-Aminocapronsdure nicht mit 
Silberoxyd (wie Wallach, Ann., Bd. 312, S. 187, 1910, angibt), sondern 
mit Bleioxyd behandelt; das Filtrat davon wurde mit H,S entbleit und 
zur Darstellung der Ureidosadure benutzt. 
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setzt sich die Substanz unter Gasbildung, sie ist frei von Baryum 
und Krystallwasser. N-Gehalt nach Kjeldahl! 15,93°/o (ber. 
16,10). Nach einmaligem Umkrystallisieren aus Wasser zer- 
setzt sich die Substanz im geschlossenen ROhrchen bei 174 
bis 178°. Der Zersetzungspunkt ist nicht konstant, die Substanz 
scheint sich schon beim Trocknen zu verdindern. Die aus Harn 
isolierte und mehrfach umkrystallisierte Siiure gibt im Vakuum 
iiber P,O, bei 80° getrocknet 15,07°/o N, desgl. bei Zimmer- 
temperatur getrocknet 15,42°/o N und im nicht evakuierten 
Exsikkator nach 2 tigigem Stehen tiber Schwefelsiure 15,85°/oN. 
Nach einmaligem Krystallisieren aus heifem Wasser und Trocknen 
iiber CaCl, 15,37°/o N. (Alle N-Bestimmungen nach Kjeldahl.) 
Auch Lippich scheint bei der a-Ureidocapronséure darunter 
zu leiden gehabt zu haben. Die farblose Schmelze lést sich 
in heifem Wasser, sie gibt die Biuretreaktion nicht. 

Die Ureidocapronsiure ist gut ldslich in heifem Wasser, 
wenig ldslich in kaltem Wasser und Alkohol, nicht léslich in 
Ather, Aceton und verdiinnten Siiuren; dagegen lést sie sich 
leicht in verdiinnten Alkalien, auch in Soda. Die wiisserige 
Lésung verbraucht bei der Titration die auf eine Carboxyl- 
gruppe berechnete Menge Kalilauge. 50 ccm einer Losung, 
die in 100 ccm 0,1720 g Ureidocapronsiure enthialt, werden 
durch 4,85 ccm ®/10-KOH neutralisiert (Methylrot), verlangt sind 
4,95 eem. Sie gibt keine Fillung mit Phosphorwolframsiiure, 
Pikrinséure, Pikrolonsdéure und mit den Acetaten der Schwer- 
metalle, auch nicht mit Silbernitrat und Baryt: wohl aber 
mit Mercuriacétat und Soda nach Neuberg, mit Mercurinitrat 
sowie vollstindig mit Mercurinitrat und Soda nach Liebig, 
die Fiallung ist loslich in tiberschtissigem Alkali. Die Ureidosdure 
zersetzt sich mit salpetriger Sdure unter Gasbildung und ent- 
wickelt mit Bromlauge im Hiifnerapparat langsam, aber voll- 
stindig 2 Atome Stickstoff. ') 





1) 5,25 ccm einer Lisung, die in 100 ccm 2,444 g Ureidocapron- 
siure enthalt, entwickelt im Laufe von 22 Stunden 17,1 ccm N, bei 17° 
und 757 mm; desgl. 18,4 ccm bei 18° und 757 mm; 

15,53°/o N; 


: : 16,100. 
16,40°)o N; berechnet: 16,10”, 


gefunden: 
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Mit der doppelten Menge Normalkalilauge unter Durch- 
leiten von Luft entwickelt die Ureidoséure ganz langsam Am- 
moniak. Nach 45 Stunden ist die Zersetzung noch nicht beendet, 
e-Leucin konnte aber mit Hilfe von Benzolsulfochlorid nicht 
nachgewiesen werden. Dagegen erfolgt die Spaltung in dem 
gewiinschten Sinn mit Hilfe von Barythydrat beim Erhitzen 


unter Druck. 

2.47 g Ureidocapronsdure + 7,0 g Barythydrat -+- 50 ccm Wasser 
4'%e Stunden bei 140°. Beim Offnen kein Druck, das farblose Reaktions- 
produkt riecht nach Ammoniak; es wird mit CO, gesattigt, unter Durch- 
leiten von Luft erwarmt, bis kein Ammoniak mehr entweicht; vom 
Baryumcarbonat abfiltriert und eingedampft. Es werden 2,1 g eines 
schén weifen Riickstandes erhalten, der bei 199—201° schmilzt und bei 
der Mischprobe mit €-Leucin keine Depression des Schmelzpunktes zeigt; 
0.60 g davon wurden in wisseriger Kalilauge mit Benzolsulfochlorid be- 
handelt; nach dem Anséuern fallen 0,85 g feine weiBe Nadeln, die bei 
115—119°, nach einmaligem Umkrystallisieren aus Wasser bei 116—120° 
schmelzen; Benzolsulfonyl-e-Leucin verlangt 120—122°.1) Die Mischprobe 
ergibt die Identitaét unserer Verbindung damit, ihr N-Gehalt nach Kjel- 
dahl ist 5,08°%/o (ber. 5,17°/o). 

Lippich hat gezeigt, dafi seine a-Ureidosduren durch 
Mineralséuren sehr leicht in die Hydantoine tibergehen. Die 
e-Ureidocapronsiiure tut dies nicht; sie kann 2 Stunden mit 
konzentrierter Salzsdiure gekocht werden, ohne daf atherldsliche 
Substanzen entstehen. Wenn die wisserige LOsung mehrmals 
zur Entfernung der Salzsiiture im Vakuum zur Trockne einge- 
dampft und der Riickstand dann mit warmem Wasser aufge- 


nommen wird, so krystallisiert daraus sofort die unveranderte 
Ureidosiure wieder (Schmelzp. 176°) aus. 


2. Verhalten der e-Ureidocapronséiure im Organismus 


des Kaninchens. 
44 g¢ der Siéure werden Kaninchen subcutan beigebracht; 
jedes Tier erhilt taglich 2 gin 50—100 cem destilliertem Wasser 


gelist. Daneben konnte es Hafer nach Belieben fressen. Im 


ganzen wurden 8 Tiere gebraucht, von denen 4 wiihrend des 


Versuchs (gewOhnlich am Tage der 3. Injektion) starben. Der 





') vy. Braun, loc, cit. 
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Urin siimtlicher Tiere wurde tiber Chloroform gesammelt (bei 
den gestorbenen noch aus der Blase entnommen) und auf einmal 
nach dem oben geschilderten Verfahren verarbeitet. An die 
r\einigung mit Bleizucker schlof sich das Einengen im Vakuum 
an. Aus der auf etwa 250 cem eingeengten Fliissigkeit fielen 
nach Anséuern mit Schwefelsiiure 24,9 g der verfiitterten 
Ureidocapronsiiure, Zersetzungspunkt im zugeschmolzenen Rohr 
bei 168—172°. Nach einmaligem Umkrystallisieren aus heifem 
Wasser zersetzen sie sich bei 175°. N-Gehalt nach Kjeldahl 
15,41°/o. Ausbeute 21,15 g. Das von der Ureidocapronsaure 
befreite und mit Wasser verdiinnte Filtrat wird mit Phosphor- 
wolframsaure gefiillt und beide Fraktionen getrennt auf das 
Vorhandensein von Lactam der ¢-Aminocapronsiiure sowie auf 
das der Siiure selbst untersucht. (Uberfiihrung in die Ureido- 
siure, im ersten Fall nach vorheriger Extraktion der alkalischen 
Losung mit Chloroform.) Es konnte aber keiner der beiden 
KOrper nachgewiesen, tiberhaupt kein Aufschlu8 tiber den Ver- 
bleib der fehlenden 50°/o der verfiitterten Ureidoséure er- 
halten werden. 


III. Verhalten der <-Aminocapronsaure im Organiswus des Kaninchens. 


Die Substanz ist nicht indifferent; einem Kaninchen 
(1,6 kg) werden 2,4 g e-Leucin subcutan beigebracht, nach 
10 Stunden ist es tot. Die Sektion ergibt Hyperiimie der Lungen, 
prall gefiillte Vorhdofe, Ventrikel leer und kontrahiert, (nicht 
entziindliches) Odem an der Injektionsstelle. 5 weitere Tiere 
(2,2—2,4 kg) erhalten insgesamt 13,0 g e-Leucin in 10°/ciger 
Losung und in taglichen Dosen von 0,5 g subcutan 5 Tage lang. 
Die Tiere werden wahrend dieser Zeit mit Hafer gefiittert, nehmen 
aber stark ab. Der Harn wird 3 Tage liinger (bis zum Tod 
der Tiere) gesammelt. Er wird nach dem gleichen Verfahren 
aufgearbeitet, wie es 8. 195ff. geschildert ist. Nur werden die 


jeweiligen Filtrate nicht im Vakuum, sondern in Schalen auf 


dem Wasserbad oder auf dem Gasofen eingeengt. Trotzdem 
krystallisiert keine Spur von Ureidocapronsiiure aus und damit 
ist der sichere Beweis geliefert, dai die nach Verfitterung der 
Guanidosiure aufgefundene Ureidosiiure direkt aus dieser, nicht 
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iiber die Aminosaure entstanden ist und daB sie auch nicht 
als Kunstprodukt gebildet bei der Verarbeitung des Harns auf- 
gefaft werden darf. 

Phosphorwolframfillung (sie wird zuerst aus heifem 
schwefelsiiurehaltigem Wasser krystallisiert und nur der Teil, 
der beim Erkalten wieder auskrystallisierte, verarbeitet) und 
-filtrat werden, nachdem sie ungefihr !/2 Jahr, ohne einen 
Niederschlag (Ureidosaéure) abzusetzen, gestanden haben, mit 
Chloroform geschiittelt. Das Lactam der e-Aminocapronsiure 
war nicht nachzuweisen. Darauf wurde mit tiberschtissigem 
Baryt und Harnstoff 6 Stunden am Riickschlu8 gekocht. Dann 
wird mit Kohlensiure vom Baryt befreit und eingeengt. Beim 
Ansiiuern mit Essigsiiure (nicht beim Anséuern mit Salzséure) 
faillt die Ureidosiiture. Aus dem Phosphorwolframsaurenieder- 
schlag werden 0,71 g Ureidoséure (Schmelzp. 167°) erhalten, 
die nach einmaligem Umkrystallisieren aus Wasser bei 174° 
gemischt mit Ureidocapronséure bei 179° schmelzen und 
16,04°/o N (nach Kjehldahl) enthalten (erwartet 179° und 
16,10°/o N). 

Aus dem Phosphorwolframsiurefiltrat werden in gleicher 
Weise die Ureidosiiure, 2,3 g Rohprodukt, 1,5 g nach einmaligem 
Krystallisieren aus heifem Wasser erhalten und ebenfalls durch 
Mischprobe, N-Bestimmung (15,83°/o) und nach der Spaltung 
als Benzolsulfo-e-Leucin als solche identifiziert. 

Das Phosphorwolframat der e-Aminocapronsiure ist also 
in schwefelsaurer LOsung nicht so ganz unlodslich, wie es 
Abderhalden!') fiir das der ~-Aminobutterséiure angegeben 
hat und wie es von E. Fischer und Bergmann?) bei der 
d-Methylaminovalerianséure beobachtet worden ist. 

Von der verfiitterten Aminocapronsiure sind also insge- 
samt 2,26 g = 17,4°/0 unverindert wieder ausgeschieden worden. 
Fiir einen Ubergang ins Lactam und in die Ureidosiiure wurde 
kein Anhaltspunkt aufgefunden. Der grodfte Teil der Saure 
mu verbrannt worden sein. 


!) Diese Zeitschrift, Bd. 81, S. 299, 1912 
*) Liebigs Ann., Bd. 398, S. 96, 1913. 











Uber die Adsorption von Elektrolyten und kolloiden Kérpern 
durch Casein. 


Von 


Herman Palme. 


Mit zwei Kurvenzeichnungen im Text. 


(Aus der biochemischen Abteilung der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Juni 1914. 


Auf Anregung von Herrn Professor H. v. Euler sind von 
mir einige Untersuchungen ausgefiihrt worden, die den Zweck 
hatten, die Fahigkeit des Caseins zu studieren, aus Lésungen 
fester Korper die geléste Substanz zu adsorbieren. Fiir die 
Untersuchungen kamen bisher nur solche Ko6rper in Betracht, 
in deren Lésungen das Casein praktisch unléslich war. Von 
diesen sind Ferrocyanwasserstoffsiure und Kupferacetat ein- 
gehender untersucht worden, wiihrend die Untersuchungen tiber 
das Verhalten des Caseins dem Eisenchlorid und kolloidem 
Eisenhydroxyd gegeniiber fortgesetzt werden. 


I. Darstellung des Caseins. 


Da es von grober Wichtigkeit war, ein mdglichst gleich- 
formiges und reines Casein zu verwenden, wurde dieses mit 
groBer Sorgfalt bereitet. Besonders mufiten Verunreinigungen 
von Elektrolyten und Fett vermieden werden. Zu diesem Zweck 
wurde im wesentlichen nach der von Hammarsten ange- 
gebenen Methode verfahren. Entrahmte Milch wurde mit der 
fiinffachen Menge Wasser verdiinnt und sodann mit sehr ver- 
diinnter Essigsiure versetzt, bis ein grobflockiger Niederschlag 
entstand. Dieser wurde mehrmals durch Dekantieren mit 
schwach essigsiurehaltigem Wasser gewaschen und dann in 
sehr verdiinntem Ammoniak gelést, wonach die Lésung geklirt 
und von neuem mit Essigséure gefallt wurde. Der Nieder- 
schlag wurde alsdann in einem grofen Morser mit Wasser zu 
einem moglichst gleichférmigen Brei ausgerieben und nach 
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dem Ausriihren mit einer gréferen Menge Wasser nach dem 
Absetzen auf einem leinenen Tuche abgepreft. Dies Verfahren 
wurde mehrmals wiederholt. 

Das letzte Mal wurde mittels einer Schraubenpresse még- 
lichst viel Wasser entfernt, wonach das Casein mit Alkohol zweimal 
verrieben und abgepreft wurde. Die so erhaltene Masse wurde 
so fein wie mdglich in einem Morser zerrieben und nach dem 
freiwilligen Verdampfen des anhaftenden Alkohols in Extraktions- 
apparate vom Soxhletschen Typus gebracht. Im Siedegefafe 
derselben wurde Ather mit gekérntem Chlorcalcium vermischt, 
um das dem Casein entzogene Wasser und den Alkohol zuriick- 
zuhalten. Die Atherextraktion, die insgesamt wenigstens zwei 
Tage fortgesetzt wurde, wurde mehrmals unterbrochen, um die 
nunmehr sehr hart gewordenen Caseinkérner durch Reiben 
moglichst zu zerkleinern. Wenn das so behandelte Casein 
zwei Stunden mit trocknem Ather in dem genannten Apparate 
extrahiert wurde, konnten nach dem Abdestillieren des Athers 
nur geringe Spuren von einem fettéhnlichem Riickstand nach- 
gewliesen werden. Das Fett vollstaéndig zu extrahieren, war 
anscheinend unmdglich. Da indessen die Resultate der vor- 
liegenden Untersuchung davon in keinem Mabe beeinflubt zu 
werden scheinen, wurde darauf keine weitere Riicksicht ge- 
nommen. Beim Verwenden eines mit geringerer Sorgfalt 
extrahierten Caseins wurden niimlich die gleichen Resultate 
erhalten. Auch beim Gebrauch eines von Merck bezogenen, 
mit «Casein nach Hammarsten» bezeichneten Praparats 
waren die Ergebnisse dieselben. Dagegen war das Nahr- 
casein (Caseinat) des Handels (Riedel) zu diesem Zweck un- 
brauchbar, was ja zu erwarten war. Um der miihsamen Dar- 
stellung gréferer Mengen von Casein zu entgehen, wurde bei 
den spiiteren Versuchen das Mercksche Casein verwendet, 
da, wie genannt, kein Unterschied von dem von mir dar- 
gestellten zu bemerken war. 

Nach beendeter Extraktion wurde das von mir bereitete 
Casein bei Zimmertemperatur an der Luft ausgebreitet und 
dann zuniichst einige Stunden im Vakuum tber Paraffin ge- 
lassen, um noch anhaftenden Ather zu entfernen. Schlieflich 
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wurde tiber Schwefelsiiure im Vakuum getrocknet. Die Feuch- 
tigkeit wurde in dieser Weise nicht so vollstindig entfernt, 
wie dies beim Trocknen in der Wirme moglich ist, aber das 
in der eben beschriebenen Weise dargestellte Praparat ist fiir 
die fraglichen Versuche weit geeigneter, weil es von der Fliissig- 
keit viel leichter benetzt wird. 

Um das so erhaltene Casein in eine fiir Adsorptionszwecke 
geeignete Form zu bringen, war es noétig, dasselbe mdéglichst 
fein zu pulverisieren. Deshalb wurde es in kleinen Portionen 
in einem Morser gerieben und sodann durch ein Sieb getrieben, 
das von solcher Feinheit war, dab auf 1 em 40 Drihte kamen. 
Durch dieses wurde es zweimal gesiebt. 

Das Casein von Merck wurde in der Reinheit, wie es 
von der Fabrik erhalten wurde, gepulvert und verwendet. 

Das von mir dargestellte und wie oben behandelte Casein 
verlor bei 105° getrocknet 1,12°/o an Gewicht und hinterlief 
bei Verbrennung 0,07°/o Asche. Die entsprechenden Ziffern 
fiir das Mercksche waren 1,04, bezw. 0,06°/o. 


II. Verhalten des Caseins zu wasserigen Losungen von Ferrocyan- 
wasserstoffsaure. 

Dafi sich Casein wie ein amphoterer Elektrolyt verhiilt, 
und sowohl mit Saéuren als Basen Salze bilden kann, ist schon 
lange bekannt. Ob die Konstitution dieser Verbindungen den- 
jenigen der einfacheren amphoteren Elektrolyten ihnlich ist, 
dartiber sind verschiedene Ansichten geiiuBbert worden. Ganz 
interessant ist zu sehen, wie van Slyke und van Slyke’) 
es zu beweisen versuchen, dab bei der Behandlung von Casein 
mit sehr verdiinnten Saéuren, z. B. Chlorwasserstoffsiiure oder 
Schwefelséure, keine gewOhnlichen chemischen Verbindungen 
entstehen, sondern dafi die Bildung dieser Verbindungen durch 
Adsorptionserscheinungen bedingt ist. Neben dieser Mdéglich- 
keit haben sie u. a. die Frage diskutiert, ob nicht die Reaktion 
die eines hydrolytisch gespaltenen Salzes sei, aber indem sie 
die Voraussetzung machen, daf gar nichts vom Casein oder 
dessen Saureverbindung in Lisung gehe, haben sie diese Frage 





') Amer. chem. journ., Bd. 38, S. 444, 1907. 
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verneinend beantwortet. Robertson?) hat jedoch gezeigt, dab 
die Reaktion eben in dieser Weise zu erkléren sei, wenn man 
diese Voraussetzungen nicht einfiihrt, was dadurch gerecht- 
fertigt ist, daf die meisten Saéureverbindungen des Caseins lés- 
lich sind. Alle Kriterien, die von van Slyke und van Slyke 
als Beweis fiir die Adsorptionshypothese angefiihrt worden 
sind, werden von Robertson der Annahme eines hydrolysier- 
baren Salzes angepabt. Robertson selbst betrachtete anfang- 
lich die Verbindungen von Casein mit sowohl Saéuren als Basen 
wie gewOhnliche Salze eines amphoteren Elektrolyten und hat 
dasVerhalten «assoziierender» amphoterer Elektrolyte bei Gegen- 
wart von nichtamphoteren Elektrolyten theoretisch behandelt.?) 
Bei seinen spiiteren Untersuchungen hat er die Beobachtung 
gemacht, dai die Salze des Caseins nur sehr wenig hydrolytisch 
spaltbar sind, was mit den niedrigen Dissoziationskonstanten 
nicht im Einklang steht. Deshalb neigt er der Ansicht zu, dah 
nicht freie NH,- und COOH-Gruppen, sondern die Gruppen 
—CO.+.NH— bei der Salzbildung teilnehmen.*) Fir die vor- 
liegende Untersuchung interessiert es zunichst nur, annehmen 
zu kénnen, dai das Salz des Caseins mit Ferrocyanwasser- 
stoffsiure nur in sehr geringem Mafie hydrolytisch spaltbar 
ist, und dah also, wenn es unloslich angenommen wird, die 
Zusammensetzung desselben von der Konzentration der um- 
gebenden Fliissigkeit nur wenig beeinfluBt wird. 

Die von mir ausgefiihrten Versuche sollen nun _ be- 
schrieben werden. Fiir einige vorbereitende Versuche wurde 
Ferrocyanwasserstoffsiéiure von mir dargestellt; ftir die unten 
zu beschreibenden Versuche wurde aber von Merck bezogenes 
Priiparat verwendet. Die Versuche wurden in der Weise aus- 
gefiihrt, daB eine gewogene Menge Casein in ein 100 ccm 
fassendes Schiittelrohr gebracht, mit einer genau gemessenen 
Menge filtrierter Lésung von bekanntem Gehalt tibergossen 
wurde, wonach in einem Thermostat bei 25° C. bis zum 
Kintritt des Gleichgewichts geschiittelt wurde. Nachdem sich 


1) Journ. biolog. chem., Bd. 4, 5. 35, 1907. 
) Journ. physical chem., Bd. 1, S. 437, 1907. 
’) Journ. physical chem., Bd. 15, S. 521, 1911. 
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der feste K6rper abgesetzt hatte, was sehr leicht geschah, 
wurde die Losung durch reinstes Filtrierpapier filtriert, und 
die Konzentration durch Titrieren mit "/10-Natronlauge er- 
mittelt. Das Gleichgewicht stellte sich ziemlich rasch ein; bei 
den Versuchen wurde im allgemeinen ungefiihr 3 Stunden 
geschiittelt, was durchaus hinreichend war, wie sich durch 
besondere Versuche herausstellte. Bei der Zersetzlichkeit der 
Ferrocyanwasserstoffsaure war zu langwieriges Schiitteln zu 
vermeiden. Bei fast samtlichen Versuchen waren trotzdem 
sowohl die Lisung wie die feste Substanz von Berlinerblau 
mehr oder weniger blaugriin gefiirbt, auch ein Geruch nach 
Cyanwasserstoff war zu bemerken. Allerdings waren die 
dadurch bedingten Fehler so gering, dafi sie beim Titrieren 
mit zehntel-normaler Lauge nicht merkbar waren. Eine Loésung, 
die durch langes Stehen recht kriiftig blau gefiirbt war, erwies 
bei der Titrierung praktisch denselben Gehalt wie die frisch 
bereitete. 

Zunichst wurde eine Reihe von Versuchen ausgefiihrt, 
bei denen 2 g Casein mit 50 ccm von Lésungen verschiedener 
Konzentration geschiittelt wurde. Es war ja vorauszusehen, 
daB der Gleichgewichtszustand nur von der Endkonzentration 
der umgebenden Lésung abhangig, und die absorbierte Siure- 
menge bei gleicher Endkonzentration der Losung der Casein- 
menge proportional sei, wenn wir beilaufig die vom Casein 
der Lésung entzogene Siiuremenge als «<absorbiert» bezeichnen. 
Um dies zu bestiitigen, wurden einige Versuche ausgefiihrt, 
wo sowohl die Caseinmenge wie das Volumen der Loésung 
variiert wurden. Von den mit 2 g Casein und 50 ccm Lésung 
gefundenen Werten wurde eine Kurve gezeichnet, wobei die 
Endkonzentration der Lésung, in Normalitét angegeben, als 
Abszissen, und die auf 1 g Casein bezogenen «absorbierten» 
Mengen, in Grammen angegeben, als Ordinaten abgesetzt wurden. 
Die mit anderen Caseinmengen und Losungsvolumina erhaltenen 
Werte stimmen mit der so gezeichneten Kurve sehr gut tiber- 
ein. Da es sich bei der verwendeten Methode um die Bestim- 
mung von Konzentrationsdifferenzen handelt, sind die ange- 
gebenen Werte das Mittel von wenigstens drei unter den 
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gleichen Bedingungen ausgefiihrten Versuchen. Die gefundenen 
Werte sind in der folgenden Tabelle zusammengefiihrt worden. 











Tabelle I. 
enon par Volumen | Konzentration| Konzentration ‘Von 1 g Casein 

Nr. | mense |. cer | der Losung | der Lisung | absorbierte 

| ©" | Lésung | vor dem | nach dem | Sauremenge 
ing | inecem | Schitteln | Schiitteln | in mg 
i; = 50 | (0,085 | 0008 | 43,2 
id « 500,069 0,026  -5B4 
3 | 2 50 | Of72 | On17 | 75,2 
4 | 2 5:0 |) (O8k| 877s] «92 
5 | 2 50 si(“i BAS CO90 | 12,9 
6 | 2 | 50 | 1963 | 1848 | 1539 
7 | 2 100 | «360039 | ts] 
8 2 100 | 0,626 | 0585 112,0 
9 | 1 100 0,228 | 0.212 | 85,0 
10 1 7 | 0499S] S«107,2 
11 | 2 100026. si002s—=“(tts8 QD 
2 | 2 | 50 | oo | ooo | 170 


Was die Form der Kurve betrifft, ist es auffallend, daf 
der hintere Teil derselben sich der Ordinatenachse anschmiegt, 
ohne jedoch dieselbe zu beriihren. Daf sich dieser vertikale 
Teil auf die Bildung eines Salzes zwischen Casein und Ferro- 
cyanwasserstoffsiiure bezieht, diirfte auber Zweifel sein. Dab 
die Kurve in diesem Gebiet mit der Achse nicht vollig zu- 
sammenfiillt, beruht mit Wahrscheinlichkeit auf geringer Hydro- 
lyse. Wenn man annimmt, da sowohl freies Casein wie 
sein ferrocyanwasserstoffsaures Salz unldslich sind, mu’ dem 
Massenwirkungsgesetz gemaf bei der Einwirkung von Siure 
auf iiberschiissiges Casein die Reaktion so lange verlaufen, 
bis die Konzentration der Siiure einen konstanten Wert an- 
genommen hat. Schreibt man niimlich die Reaktionsformel der 
Hydrolyse in der vereinfachten Form: 

Caseinsalz + Wasser <— Freies Casein +- Saure, 
so sieht man sogleich, daf unter den genannten Voraussetzungen 
dies zutreffen mu8, denn die Konzentrationen von sowohl dem 











Adsorption von Elektrolyten und kolloiden Kérpern durch Casein. 183 


Casein wie seinem Salze, ebenso wie von dem Wasser sind 
als konstant zu betrachten, wodurch auch die Konzentration 
der Sdure konstant sein mu8. Der fragliche Teil der Kurve 
sollte also der Ordinatenachse parallel sein. Daf’ dies nicht 
ganz genau der Fall ist, kann ja von verschiedenen Umstiinden 
abhangen, so z. B. kann man denken, daB die Voraussetzungen 
ber die Unldslichkeit des Caseins und des Caseinsalzes nicht 
ganz streng gelten. Die Abweichung ist ja allerdings sehr klein, 
besonders wenn man betrachtet, daB es sich in dem fraglichen 
Gebiet um Séurekonzentrationen von nur bis zu ungefahr 0,002- 
normal handelt. Als diesem Wert entsprechend kann man 
wegen des fast vertikalen Verlaufs dieses Kurventeils einen 
Absorptionswert von 37,8 mg feststellen. Dies entspricht gerade 
der Menge einer Siiure, die nach Long u. a. von 1 g Casein 
als Salz gebunden wird (7 ccm einer 0,1-normalen Siiure) 


. 
/ 
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Von etwa da ab weicht die Kurve immer rascher von dem 
vertikalen Verlauf ab. In diesem Gebiet erweist sie die Ansicht 
einer gewohnlichen Adsorptionskurve. Um zu sehen, ob dieser 
Teil irgend welchen der bisher aufgestellten Adsorptionsformeln 
anzupassen wire, wurde im Punkte P (C = 0,002, X = 37,8) 
der Ursprung eines neuen, rechtwinkligen Koordinatensystems 
gelegt, und die Adsorptionsformeln auf die in bezug auf dieses 
gefundenen Koordinaten gepriift. Wenn wir die bei den Ver- 
suchen gefundenen Werte der Siéiurekonzentrationen mit c und 
diejenige der von 1 g Casein aufgefundenen Siuremengen mit 
x bezeichnen, so berechnen sich die Koordinaten in dem neuen 
System c, = c — 0,002, bezw. x, = x — 37,8. 

Da bei den angewandten Konzentrationen die Kurve keinem 
ausgepriigten Maximalwert zustrebt, wurde zunichst die von 
13 
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Freundlich’) aufgestellte Formel gepriift, die mit den obigen 
Bezeichnungen lautet: 
x, az k- c). 

Die Ergebnisse finden sich in der Tabelle II, wo fiir ge- 
gebene Werte von c, bezw. c,, die Werte von x und x, berechnet 
worden sind. Auferdem ist die Formel von Arrhenius?) benutzt 
worden, wobei ein Niiherungswert von s aus den Beobachtungen 


berechnet worden ist. Die Formel von Arrhenius lautet: 


dx o-—~X 
k = —— 
de x 
oder integriert 
Ss x 1 
log 10 — 0.4343 .— = -¢C 
“ Ss _ 


wobei in diesem Falle c gegen c, und x gegen x, zu ver- 
tauschen sind. 
Tabelle II. 














| Berechnet nach 
c Cy x beob. | Ms beob. Freundlich Arrhenius 
| x ) Be x X, 
00025 | 00008 | 432 | 54 | 418] 40] 43] 5 
00184 00164 | 545 | 16,7 54,7 | 16,9| 54 | 16 
0.0258 | 0.0238 | 584 | 206 | 57,4] 19,6] 58 | 20 
o1i6s | 01148 | 752 | 1374 | 753) 375] 77 | 39 
02766 | 0274 | 923 | 545 | 91,2] 5836] 95 | 47 
0.8896 0.8876 | 123,9 | 86,1 |1245 | 86,7] 128 | 90 
18416 1.8396 | 1539 | 1164 |154,7 |116,9 |] 152 | 114 





Die benutzten Konstanten sind bei der Formel von Freund- 
lich k = 90 und n= 0,41 und bei derjenigen von Arrhenius 
k = 6,4 und s = 150. Die berechneten Werte stimmen mit 


den gefundenen gut iiberein. 


III. Verhalten des Caseins gegen Lésungen von Kupferacetat. 
Die Verbindungen des Caseins mit Schwermetallen sind 
ganz wenig untersucht worden. Durch Fallen von léslichen 
Caseinsalzen mit Salzen der Schwermetalle werden Verbin- 


') Freundlich, Kapillarchemie, S. 149 (1909). 
2) Meddelanden fr. K. Vet. Akad.:s Nobelinstitut, Bd.2, Nr.7 (1911). 
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dungen von sehr variabler Zusammensetzung erhalten. Ebenso 
ist dies der Fall, wenn festes Casein mit Lésungen solcher 
Salze behandelt wird. Die Annahme liegt dabei nahe, daf 
die Entstehung dieser Verbindungen durch Adsorption bedingt ist. 
Um zu erforschen, ob die fraglichen Verbindungen irgend welchen 
bekannten Gesetzen der Adsorption anzupassen wiren, wurden 
die folgenden Versuche ausgefiihrt. In genau derselben Weise 
wie oben mit Ferrocyanwasserstoffsiure wurde mit Lésungen 
von neutralem Kupferacetat verfahren. Dabei ergab sich, dab 
Kupfer aus der Lésung vom Casein adsorbiert wird, und dai 
fiir gegebene Konzentration ein bestimmter Gleichgewichts- 
zustand eintritt. Die Ergebnisse wurden graphisch dargestellt, 
wobei eine stetige Kurve erhalten wurde. Die feste Phase 
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stellte eine hellblaue Verbindung dar. Das Casein war in Kupfer- 
acetatldsung praktisch vollkommen unldslich. Das Gemisch 
schiumte zwar recht kriftig, was auf einen kleinen Casein- 
gehalt deutet, aber an eine quantitative Bestimmung der ge- 
lésten Caseinmenge war nicht zu denken. 

Das angewandte Kupferacetat wurde zuniichst auf richtige 
Zusammensetzung gepriift. Das Kupfer wurde in diesem wie 
in allen itibrigen Failen elektrolytisch bestimmt und zwar mittels 
Quecksilberkathode unter Benutzung des Fraryschen Apparats!) 
fiir elektromagnetische Riihrung. Es bietet diese Methode die 
Vorteile einer sowohl genauen wie schnellen Ausfiihrung. Die 





1) Zeitschrift f. Elektrochemie, Bd. 23, S. 308 (1907). 
13* 
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Essigsaure wurde teils durch Destillation nach Zusatz von 
Phosphorséure bestimmt und teils dadurch, daB das Kupfer 
mit Schwefelwasserstoff gefillt und ein aliquoter Teil der von 
Kupfersulfid durch Filtrieren befreiten Fliissigkeit mit ®/10- 
Natronlauge titriert wurde. Beide Methoden ergaben genau 
iibereinstimmende Werte, und zwar entsprach 1,0 g Kupfer 
im Mittel 1,866 g Essigséiure, wahrend der theoretisch be- 
rechnete Wert 1,888 g betraigt. Das so befundene Priaparat 
wurde als richtig angesehen und fiir die folgenden Versuche 
verwendet. 

Eine Frage, die von grofem Interesse ist, namlich die- 
jenige, wie die Reaktion qualitativ verlauft, wurde spater unter- 
sucht, soll aber hier beschrieben werden. Da es wahrscheinlich 
war, dai die entstandene Verbindung durch Adsorption ent- 
stehe, fragte es sich, ob das ganze Kupferacetatmolekiil oder 
nur der basische Bestandteil desselben adsorbiert wurden, oder 
auch ob der basische und der saure Bestandteil in verschie- 
denem Mafe aufgenommen wurden. Zur Entscheidung dieser 
Frage wurden 2g Casein mit 100 ccm Kupferacetatlisung 
geschiittelt und nach dem Entstehen des Gleichgewichts sowohl 
die Kupfer- wie die Essigsiiurekonzentration bestimmt. Die 
folgende Tabelle gibt die Resultate an. 


Tabelle III. 





Cu-Menge Essigsduremenge Adsorbiert in °/o 
Cu-Menge gefunden | gefunden | 
zugesetzt nach der zugesetzt | nach der Cus CH, COOH 
Adsorption Adsorption 
| 
0,5200 0,4420 0,9807 | 0,9778 150 | 3,0 
0,2076 0,1509 0,3826 | 0,3542 | 273 | 7,3 











Wie aus diesen Versuchen hervorgeht, wird aus der 
Losung viel mehr Kupfer als Essigsiure entfernt. Es liegt ja 
dabei nahe, anzunehmen, da es Kupferoxyd ist, das adsorbiert 
wird, welches der Hydrolyse zufolge sich in der Losung 
kolloidal befindet. 

Unter solchen Umstiinden war es nicht wie bei der Ferro- 
cyanwasserstoffsiure a priori klar, da der Gleichgewichts- 
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zustand von der absoluten Menge der Bestandteile des Systems 
unabhingig sei, was aus der folgenden Uberlegung hervorgeht. 
Wir nehmen beiliiufig an, dafi dieselben Gesetze, die fiir die 
Adsorption der Ferrocyanwasserstoffsdure galten, auch fiir die- 
jenige des Kupferhydroxyds zutreffen. Wenn z. B. zu 2 g Casein 
das eine Mal 50 ccm Losung zugefiigt wird, die auf 100 ccm 
0,66 g Cu und 1,25 g Essigsdéure enthilt, so wird aus dieser 
etwa 0,08 g Cu adsorbiert, so dafi die Kupferkonzentration 
der Lésung nach dem Eintreten des Gleichgewichts 0,50 g 
auf 100 ccm betriigt. Die Essigsiurekonzentration wird nur 
wenig geiindert. Ein anderes Mal fiigen wir 100 ccm einer 
Losung zu, die 0,58 g Cu enthalt und somit rund 1,10 g Essig- 
siure, so wird beim Gleichgewicht 0,08 g Cu adsorbiert sein, 
und die Cu-Konzentration der umgebenden Lisung auf 100 ccm 
0,50 g betragen. Auch in diesem Falle wird die Essigséiure- 
konzentration nur wenig geiindert, oder wenigstens um den- 
selben Betrag wie im vorigen Falle. Also wird beim Gleich- 
gewicht, wenn die Voraussetzungen gelten sollen, im ersteren 
Falle die Essigsiéurekonzentration hoher als im letzteren sein. 
Das System besitzt ja einen Bestandteil mehr als wie bei der 
Ferrocyanwasserstoffsaure, und das Gleichgewicht muf also 
von der Konzentration desselben abhangig sein. Indessen geht 
aus den ausgefiihrten Versuchen hervor, dafi in den Gebieten, 
die fiir diese Untersuchungen in Frage gekommen sind, die 
verschiedene Konzentration der Essigsiure keine merkbare 
Rolle spielt. Allerdings liegen die davon verursachten Ab- 
weichungen innerhalb der Versuchsfehler, wie aus der unten 
folgenden Tabelle ersichtlich ist. 

Zunichst wurde eine Reihe von Versuchen ausgefiihrt, 
bei denen 2 g Casein mit 50 ccm von Kupferacetatl6sungen 
verschiedener Konzentrationen geschiittelt wurden. Dies wurde 
bei 25° in einem mit Riihrwerk versehenen Thermostaten be- 
werkstelligt. Das Gleichgewicht stellte sich rasch ein. Zwar 
wurden keine genauen Zeitmessungen ausgefiihrt, aber nach 
3 Stunden war das Gleichgewicht erreicht. Wenn die Digestion 
bis auf 24 Stunden ausgedehnt wurde, wirkte dies in keiner 
Weise auf das Gleichgewicht ein. Sodann wurden Versuche 
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mit 2 g Casein und 100 ccm Lésung und zuletzt mit 1 g Casein 
und 100 cem Lésung ausgefiihrt, um zu konstatieren, ob das 
Gleichgewicht nur von der Kupferkonzentration abhingig sei, 
und da bei gleicher Endkonzentration die adsorbierte Kupfer- 
menge der Caseinmenge proportional sei. In der folgenden 
Tabelle sind die Ergebnisse zusammengefaBt worden. Der Ein- 
fachheit und Ubersichtlichkeit halber sind die Konzentrationen 
in Grammen Kupfer pro 100 ccm und die adsorbierten Mengen 
in Grammen Kupfer pro 1 g Casein angegeben. 


Tabelle IV. 








Gesamte Geléstes Cu 'Cu-Konzentration | Von 1 g 














eniiiitialine. | Adsorbierte | nach — jin g pro 100 ccm; Casein 
nati / dem Gleich- nach adsorbiertes 
Cu-Menge | Cu-Menge gewicht Gleichgewicht Cu 
| | 
I. 2 g Casein und 50 ccm Lésung. 
0.0545 | 0,0345 |  0,0200 0,0400 0,0173 
0,0909 | 0,0436 |  0,0473 0,0946 0,0218 
0.1363 | 0,0540 | — 0,0823 0,1646 0,0270 
0.1817 | 00640 | 0,117 0,2354 0,0320 
0.2726 | 00751 | 0,197 0,3950 0,0376 
(),3634 | 0,0834 | — 0,2800 0,5600 0,0417 
05450 | 0,0915 |  0,4535 0,9070 0,0458 
0,7267 | 00974 |  0,6293 1,2586 0,0487 
0.9084 | 0,014 | — 0,8070 1,6140 0,0507 
0,0400 | 0,1020 | — 0,9380 1,8760 0,0510 
Il. 2 g Casein und 100 ccm Lésung. 

0,5200 0,0780 | 00,4420 0,4420 0,0390 
0,2076 | 0,0567 | 0,1509 0,1509 | 0,0284 
Ill. 1 g Casein und 100 ccm Lésung. 

0,6518 00415 | 00,6103 0,6103 0,0415 
0,1560 0,0260 0,1300 0,1300 0,0260 





Wenn die in den beiden letzten Kolonnen befindlichen 
Werte auf ein rechtwinkliges Koordinatensystem bezogen werden, 
liBt sich, bei der groBen Anzahl derselben, die Kurve ganz 
leicht zeichnen, wobei die Beobachtungsfehler nach Schatzung 
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auszugleichen sind. Dabei entsteht eine stetige Kurve ohne 
Wendepunkte, die sich asymptotisch einer der Abszissenachse 
parallelen Geraden nihert. Der so gezeichneten Kurve wurden 
Koordinatenpaare entnommen, und mit diesen Werten wurde 
sodann geprift, ob der Kurve die Adsorptionsformel von 
Arrhenius!) oder die von Schmidt?) anzupassen wire. Da 
in diesen beiden Formeln eine Konstante S vorkommt, welche 
die maximal adsorbierte Menge angibt, multe, da die Kurve 
ein Maximum nicht ganz erreicht, ein approximativer Wert 
desselben berechnet werden. Bei Verwendung der Arrhenius- 
schen Formel wurde dieser Wert zu x = 0,0526 ermittelt. 
Setzt man diesen Wert in die Formel ein, so berechnet sich 
fiir die fraglichen Wertpaare von c und x die Konstante k, 
und gestalten sich die Resultate, wie in der nachfolgenden 
Tabelle ersichtlich ist. In der Schmidtschen Formel, die in 
der Form 


— A(S—x) 


-S = K Xe S 
gegeben ist, wo 
x die adsorbierte Menge, 
a die zugesetzte Menge geldster Substanz, 


a—xX ,. 
v das Volumen (also aa die Konzentration), 


S das Adsorptionsmaximum 
bedeuten, gibt es auferdem noch zwei Konstanten, A und K, 
die willkiihrlich gewahlt werden miissen. Es stellte sich heraus, 
dafS zwar der ganze Verlauf der Kurve dieser Formel nicht 
gut angepafit werden kann, aber zum Teil stimmen die ge- 
fundenen Werte mit den berechneten recht gut tiberein, wenn 
man A = — 3,8 setzt und sodann K berechnet. Die ge- 
fundenen Werte sind in der letzten Kolonne der umstehenden 
Tabelle zu finden. 

Da die Konstanten fiir ganz geringe Abweichungen recht 
stark schwanken, sind in der folgenden Tabelle die zu den 
gegebenen Konzentrationswerten gehdrigen Adsorptionswerte 





‘) loc. cit. 
*) Zeitschrift f. physikal. Chem., Bd. 77, S. 641 (1911). 
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Tabelle V. 

Konzentration Adsorbierte | K nach der ‘K nach der Formel 
7 der Lésung — , | von so | gee 
ing pro 100ccm 1g Casein | S=0,0526 | A= —38 

0,05 | 0,0170 1,71 | 2.01 
0,10 / 9.0233 1,62 | 1,87 
0,15 00275 1,59 | 1,76 
(),20 0,0304 | 1,62 | 1,72 
0,30 00846 1,67 | 1,67 
0,40 00378 | 1,57 1,62 
050 00401 1,71 1,62 
0,75 0.0442 | 1,74 1,64 
1,00 | 0.0469 | 1,73 1,69 
1,25 | 0,0488 | 1,69 177 
1,50 (00501 1,65 1,89 
1,75 0,0510 | 1,60 2,03 
2.00 0,0515 | 1,59 2,21 





berechnet unter Benutzung solcher Werte der Konstanten, dai 
die Abweichungen moglichst klein werden. Zunéchst wurden 
c-Werte als Funktionen von x berechnet, und sodann aus 
der nach diesen Werten gezeichneten Kurve diejenige der 
inversen Funktion genommen. Dabei wurden folgende Werte 
erhalten. Die angewandten Konstanten sind in der neben- 
stehenden Tabelle angegeben. 

Wie aus dieser Tabelle ersichtlich ist, stimmen die ge- 
fundenen Werte mit denen nach der Formel von Arrhenius be- 
rechneten in gliinzendster Weise tiberein. Auch die Schmidtsche 
Formel pabt ganz gut, nur bei denjenigen Werten, die sich dem 
Adsorptionsmaximum niihern, ist sie nicht brauchbar. Dab 
so der Fall sein muf, geht aus der folgenden Uberlegung deut- 
lich hervor. Der Wert von K muf notwendig, wenn die Kurve 
das Maximum erreicht, dem Wert der diesem zugehdrenden 


Konzentration gleich sein. Denn wenn x = S gesetzt wird, redu- 
a—x 


ziert sich die Adsorptionsformel zu K = c, wenn c = a oa 


ist. Da in dieser Untersuchung das Adsorptionsmaximum noch 
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Tabelle VI. 
Es 





; =e Adsorbierte Menge Cu in g pro lg 
Konzentration Adsorbierte Casein berechnet nach der Formel 
der Lésung (C) | Menge Cu in g — + ; 

, prolg Arrhenius | Schmidt 
ing Cu Casein (X) S = 0,0526 S = 0,0526 
“ne en A 3p 
0,05 0,0170 0,0173 0,0183 
0,10 | 0.0233 0,0231 0,0240 
0,15 0.0275 0,0270 0.0278 
0,20 | 0,0304 0.0301 0,0304 
0,30 | 0.0546 0,0347 0.0341 
0,40 0.0378 0.0380 0,0368 
0,50 0.0401 0.0405 0.0392 
0,75 0,0442 0,0448 0,0435 
1,00 0.0469 0,047: 0.0469 
1,25 0,0488 0,0490 | 0,0488 
1,50 0.0501 0,0501 | 0,0505 
1,75 0,0510 0,0510 _ 
2,00 0,0515 0.0514 — 





bei c = 2,0 nicht erreicht ist, sollte K noch grofer sein. Wenn 
dies der Fall wiire, wobei natiirlich auch A einen anderen Wert 
bekiime, wiirde die Ubereinstimmung viel mangelhafter sein. 

Die Forme! von Freundlich ist hier nicht gepriift worden, 
weil diese den asymptotischen Verlauf der Kurve auszudriicken 
nicht imstande ist. 


IV. Verhalten Des Caseins zu wasserigen Losungen von Eisenchlorid 
und kolloidem Eisenhydroxyd. 


Zunachst wurden Versuche ausgefiihrt, um die Adsorption 
von kolloidem Eisenhydroxyd durch Casein zu studieren. Da 
indessen die Adsorption sehr gering gefunden wurde und kol- 
loides Eisenhydroxyd nicht rein kauflich zu beziehen war, 
wurden die Versuche vorlaufig unterbrochen. Statt dessen 
wurde Eisenoxychloridlésung (D. A. B.5) verwendet, wobei die 
Adsorption einen betrachtlich groéBeren Wert annahm. Sodann 
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wurde mit Lésungen von Eisenchlorid und endlich mit Ge- 
mischen von Eisenchlorid- und Eisenoxychloridlésungen gear- 
beitet. Simtliche Lésungen, aufer denjenigen von kolloidem 
Eisenhydroxyd, enthalten ja neben kolloid gelésten Stoffen noch 
Elektrolyte. Bei den bisher ausgefiihrten Versuchen hat sich 
ergeben, dafB, wenn die Lésung von Elektrolyten frei ist, die 
Adsorption duferst gering ausfallt, wogegen in dem Falle, daf 
Elektrolyte zugegen sind, die Adsorption recht betrichtliche 
Werte annimmt. Den gr6dBten Betrag erreichte sie bei den 
Gemischen von Eisenchlorid und Eisenoxychlorid. Diese Er- 
gebnisse sind in voller Analogie mit den Beobachtungen von 
Bayliss,') der bei seinen Untersuchungen tiber die Adsorption 
von Farbstoffen in Filtrierpapier die Adsorption um so geringer 
fand, je reiner das Papier war, und die Vermutung aussprach, 
dai, wenn es geliinge, alle Elektrolyte vollstandig zu entfernen, 
die Adsorption gleich Null sein wiirde. Sogar durch ganz ge- 
ringe Mengen von Elektrolyten wurde das Adsorptionsvermégen 
betriichtlich erhéht. Auch bei den eben besprochenen, von 
mir ausgefiihrten Versuchen ist zu bemerken, daf viel mehr 
Casein in die Lésung ging, als dies bei den Versuchen mit 
Ferrocyanwasserstoffsiure und Kupferacetat der Fall war, wo- 
durch das Gleichgewicht viel komplizierter wird. Die Unter- 
suchungen hieritiber werden fortgesetzt. ?) 


1) Bio-chem. journ., Bd. 1, 5. 175 (1906). 

*) Aufier den oben beschriebenen Versuchen sind einige in der- 
selben Weise mit Alkalisalzen von verschiedenen Sauren ausgefiihrt worden. 
Dabei hat nur konstatiert werden kénnen, dafs sich Casein wie ein ge- 
wohnlicher Elektrolyt verhalt, indem es schwachere Sduren, wie z. B. 
Essigsdure und Salicylsiure, aus seinen Salzen freimacht, was ja schon 
lange bekannt war. Ob auch die basische Komponente des Salzes mit 
dem Casein in Reaktion tritt, hat mit Sicherheit nicht nachgewiesen 
werden kénnen, aber dies ist ja wegen des amphoteren Charakters 
des Caseins nicht unwahrscheinlich. Alle Alkalisalze von schwachen 
Siuren scheinen Casein in hdherem oder geringerem Mafe zu lésen. 
Durch die leichte Léslichkeit des Caseins in solchen Salzlésungen wird 
das Studium der Gleichgewichtsverhiltnisse sehr erschwert. Sogar durch 
Kaliumferrocyanid wird es ziemlich leicht gelést, trotzdem es in der 
freien Saure ganz unldslich ist. 
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Zusammenfassung. 


1. Zunachst ist die von mir angewandte Darstellungs- 
methode des Caseins beschrieben worden, die im wesentlichen 
derjenigen von Hammarsten ahnlich ist. 

2. Es ist die Einwirkung von geléster Ferrocyanwasser- 
stoffsaure auf festes Casein niher untersucht worden. Bei der 
Bindung der gelésten Siiure durch das Casein machen sich 
zweifellos die chemischen Valenzen des Caseins geltend. Die 
Kurve stellt namlich bei niedrigen Siurekonzentrationen die 
eines hydrolysierbaren Salzes dar und nimmt von einem ge- 
wissen Punkte ab die Form einer Adsorptionskurve an, die 
sich sowohl der Adsorptionsformel von Arrhenius als der- 
jenigen von Freundlich gut anpassen 1abt. 

3. Alsdann ist die Adsorption von Kupfer aus geléstem 
Kupferacetat durch festes Casein studiert worden. Die Ad- 
sorptionskurve schliebt sich der Formel von Arrhenius aus- 
gezeichnet an, und auch die von Schmidt ist fiir den groften 
Teil ihres Verlaufs gut verwendbar. 

4. Einige vorbereitende Versuche tiber die Adsorption 
durch Casein aus Lésungen von kolloidem Eisenhydroxyd sowie 
von Eisenoxychlorid und Eisenchlorid sind ausgefiihrt worden, 
und es hat sich dabei herausgestellt, dali die Adsorption um 
so geringer ist, je weniger Elektrolyte die Losung enthalt. 


Stockholm, im Mai 1914. 


A 








Untersuchungen iiber permanent-intravendse Injektion 
von Peptonen und genuinen Proteinen. 


Von 


V. Henriques und A. C. Andersen. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3, Juli 1914.) 


In einer friheren Abhandlung!) haben wir eine Methode 
mitgeteilt, durch die es mdglich ist, Tiere bei permanent- 
intravendser Injektion von Nahrungsstoffen langere Zeit am 
Leben zu erhalten. Es kann entweder in eine periphere Vene 
(Vena jugularis) oder in die Milzvene injiziert werden. Bei 
diesen Versuchen gelang es uns unter anderem, durch Injektion 
von trypsin-erepsinverdautem Fleisch -+- N-freien Nahrungs- 
stoffen eine reichliche N-Ablagerung im KOrper zu erzielen. 
Wir schlossen aus unseren Versuchen, dafi eine Proteinstoff- 
synthese stattfinden kann, ohne dafi die abgebauten Proteine 
das Darmepithel passieren. Es liegt natiirlicherweise die Még- 
lichkeit vor, dafi das abgebaute Protein erst im Darm ausge- 
schieden wird, um darauf resorbiert zu werden; wir betrachten 
dies aber als wenig wahrscheinlich, da wir nach Versuchen, 
die liingere Zeit gedauert hatten, bei der Sektion den Diinn- 
darm stets leer und zusammengefallen fanden. Es ist auch 
moéglich, dab die abgebauten Proteine vom Blut in die Darm- 
epithelzellen eintreten, hier zu Proteinen synthetisiert werden 
und danach wieder ins Blut zuriickkehren. 

Trotzdem diese Auffassung an und fiir sich recht un- 
wahrscheinlich ist, haben wir doch darzutun gesucht, daf die 
Synthese ohne Vermittlung des Darmepithels vonstatten gehen 
kann. Obgleich es uns durch unsere Versuche nicht gelungen 


') Diese Zeitschrift, Bd. 88, S. 357. 
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ist, die Unabhangigkeit der Synthese vom Darmepithel durch- 
aus zu beweisen, wollen wir doch die von uns gewonnenen 
Resultate ganz kurz mitteilen. 

Unser Verfahren bestand darin, da$i wir permanent- 
intravenése Injektion von verdautem Fleisch +- Traubenzucker 
usw. ausfiihrten, nachdem der ganze Darmkanal vom Duodenum 
abwarts entfernt worden war. Es ist einleuchtend, dal eine 
positive N-Bilanz unter solchen Verhiiltnissen bedeuten muB, 
daB die Synthese nicht von der Wirksamkeit des Darmepithels 
herrihrt. 

Leider gelang es nicht, die Tiere linger als 2'2 Tage 
nach der genannten Operation am Leben zu erhalten; in dieser 
Periode finden wir aber eine sehr bedeutende N-Retention, 
was sonst nicht der Fall ist bei der Injektion von N-haltigen 
Stoffen, die sich nicht zu Proteinen synthetisieren lassen, wie 
z. B. Harnstoff oder Ammoniaksalze.!) Bei der Operation 
wurde entweder das Duodenum mit dem Rectum zusammen- 
genaht, oder auch wurde das Duodenum an der Haut festge- 
niht, sodaB die Galle durch ein in den Darm eingefiihrtes 
Drain hinausstrébmen konnte; das Rectum wurde dann mit 
einer Tabaksbeutelsutur geschlossen. Nach der Darmoperation 
wurde sofort eine Kaniile in die Vena jugularis eingefiihrt, 
worauf die Injektion begann. 

Versuch I. Ziegenbock, Gewicht 32 kg. Die Injektions- 
fliissigkeit bestand aus 275 g Traubenzucker, 75 g Na-Acetat, 
15 g Citrat, 15 ccm Salzlésung +- einer LOsung von verdautem 
Ziegenfleisch (10 g N enthaltend) +- Wasser bis zu 2500 ccm. 

Am ersten Tage nach der Darmexstirpation wurden 
1875 ccm Fliissigkeit injiziert. Die Harnmenge betrug 2040 ccm, 
die Temperatur des Tieres 38,2—38,4. Es wurden im ganzen 
7,67 g N injiziert; mit dem Harn wurden 5,47 g N ausge- 
schieden, und es wurden somit 2,20 g N abgesetzt. 

Am zweiten Tage wurden 2300 ccm Fliissigkeit (= 9,22 g 
N) injiziert; die Harnmenge betrug 2100 ccm (= 5,04 g N). 
Die Bilanz war also=-+ 4,18. Das Tier starb 4 Stunden 
nach Anfang des dritten Tages. Die Sektion ergab nichts, was 


’) Vel. Henriques u. A.C. Andersen, Diese Zeitschrift, Bd. 92. 
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das Eintreten des Todes erklaren kénnte, namentlich keine 
Andeutung von Peritonitis. 

Versuch II. Ziegenbock, Gewicht 21,3 kg. Die Injektions- 
fliissigkeit bestand aus 275 g Glukose, 75 g Na-Acetat, 15 g 
Na-Citrat, 15 cem Salzlésung + einer Lésung von verdautem 
Ziegenfleisch (= 10 g N) ++ Wasser bis zu 2500 ccm. 

Am ersten Tage nach der Darmexstirpation wurden 
1900 ccm Fliissigkeit (= 7,01 g N) injiziert. Die Harnmenge 
betrug 1290 ccm (= 3,53 g N). Die Bilanz war also = ++ 3,34 g. 
Temperatur = 39,4—38,3°. 

Am zweiten Tage wurden 1550 cem Fliissigkeit (= 6,04 g N) 
injiziert. Die Harnmenge betrug 1310 ccm (= 3,64 g N). Die 
Bilanz war also stark positiv = 2,40 g. Temperatur = 38,7 
bis 37,2°. Das Tier starb 3 Stunden nach Anfang des dritten 
Tages. Auch in diesem Falle ergab die Sektion nichts, was 
das Eintreten des Todes erklaren kénnte. 

In einigen anderen Versuchen ganz ahnlicher Art trat 
der Tod bereits am zweiten Tage ein: auch in diesen Fallen 
war die N-Bilanz am ersten Tage positiv. 

E's ]a8t sich nicht leicht sagen, was die Ursache des Todes 
war. Von einer Shockwirkung kann keine Rede sein, da die 
Tiere sich am Tage nach der Operation mit Leichtigkeit er- 
hoben, wenn man in ihren Aufenthaltsraum eintrat, wie sie 
sich auch scheinbar wohl befanden. Dagegen wire es denkbar, 
daf der Ausfall einer internen Sekretion durch Entfernung des 
ganzen Darmkanals eine Rolle spielt. Eine zweite Méglichkeit 
wiire es, daf eine Verletzung des Pankreas mit Entleerung 
von Sekret ins Peritoneum den Tod bewirken kann. Dagegen 
liegt kein Grund vor, anzunehmen, daf die Tiere an Peritonitis 
cestorben seien. Die Todesursache wurde nur einmal nach 
totaler Darmexstirpation bei einem Truthahn beobachtet. 

Wenn es also auch nicht gelungen ist, die N-Retention 
liingere Zeit hindurch bei Tieren nach totaler Entfernung des 
Darmkanals nachzuweisen, deuten die angefiihrten Versuche 
unserer Auffassung gemiéfi doch in hohem Grade darauf, dab 
die Proteinsynthese bei permanent-intravendser Injektion von 
verdauten Proteinen ohne Vermittlung des Darmepithels von- 
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statten geht. Vielleicht wird es bei verbesserter Operations- 
technik gelingen, die Versuche iiber eine liingere Periode aus- 
zudehnen. 

Nachdem es uns gelungen war, die N-Retention nach 
intravendser Injektion von trypsin-erepsinverdautem Fleisch zu 
erzielen, lag es nahe, zu versuchen, welche Wirkung die In- 
jektion von komplizierter gebauten stickstoffhaltigen Stoffen 
auf den Stickstoffumsatz ausiibt. Wir fiihren unten Versuche 
an, die mit Wittepepton, Casein, Hiihnereiweif, Hiihnereidotter, 
arteigenem und artfremdem Serum ausgefiihrt wurden. 


Versuche mit Wittepepton. 


Bekanntlich ruft eine schnelle Injektion von Wittepepton 
starke Vergiftungssymptome hervor: Blutdruckabfall, schnar- 
chende Respiration, Aufhebung des Koagulationsvermégens des 
Blutes, Muskelerschlaffung usw. Wir nahmen indessen an, dab 
eine langsame permanente Injektion mdglicherweise, ohne Ver- 
giftungssymptome hervorzurufen, kénnte ertragen werden. Wenn 
dies der Fall wire, und wenn ein Stickstoffgleichgewicht durch 
Peptoninjektion ins Blut erzielt werden kénnte, ware die Re- 
sorption von Peptonen vom Darmkanal aus als wahrscheinlich 
zu betrachten. Unsere Versuche ergaben schnell, dab die Giftig- 
keit des Wittepeptons sehr grof ist; auch kleine Mengen 
davon bewirken im Laufe von ganz kurzer Zeit den Tod. 

Versuch III. Ziegenbock (Nr. 7), Gewicht 24 kg. Es wurden 
an den beiden ersten Versuchstagen 275 g Zucker, 75 g Na- 
Acetat und 15 ccm Salzlosung, in Wasser bis 3 Liter gelost, 
in die Vena jugularis injiziert. Der N-Verlust betrug an diesen 
Tagen bezw. 6,42 und 5,37 g. Am dritten Tag wurden zur 
Injektionsfliissigkeit 80 g Wittepepton gesetzt. 

8 Stunden nach Anfang der Injektion traten stark for- 
cierte Respiration und starke Salivation ein. Die Injektions- 
geschwindigkeit wurde darauf herabgesetzt, es trat aber im 
Laufe der Nacht der Tod ein, nachdem im ganzen ca. 1000 ccm, 
7,43 g N entsprechend, injiziert worden waren. 
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Versuch IV. Ziegenbock (Nr. 8), Gewicht 17,8 kg. An 
den beiden ersten Versuchstagen wurden 300 g Zucker, 100g 
Na-Acetat, 15 ccm Salzlésung, in Wasser bis 3000 cem gelést, 
in die Vena jugularis injiziert. Der N-Verlust betrug an diesen 
beiden Tagen bezw. 6,77 und 4.21 g. 

Am dritten Versuchstage bestand die Injektionsfliissigkeit 
aus 275 g Zucker, 75 g Na-Acetat, 15 ccm Salzlosung + 30 g 
Wittepepton, in 2500 ccm Wasser gelést. An diesem Tage 
wurden mit der Injektionsfliissigkeit 3,14 g N zugefiihrt; der 
Harn enthielt 4,58 g. Die N-Bilanz war also = ~ 1,44. 

Schon am vierten Versuchstage wies das Tier Vergiftungs- 
symptome auf. Es wurden mit der Injektionsfliissigkeit 4,03 g 
N zugefiihrt; der Harn (von dem ein wenig verloren ging, weil 
das Tier liegend harnte) enthielt 4,38 g N. Die Bilanz war 
also = — 0,309 g. 

Im Laufe des fiinften Tages trat schwere Atemnot ein: 
das Tier wollte sich nicht erheben. Der Tod trat ein ohne 
Krampfe durch Einstellung der Respiration. Die Korpertem- 
peratur war wahrend des ganzen Versuches normal. 

Aus diesen Versuchen geht also hervor, dafi verhaltnis- 
miBig kleine Mengen Wittepepton sogar bei sehr langsamer 
Injektion in die Vena jugularis den Tod hervorrufen. Ob diese 
Giftwirkung vermieden werden kann durch Anwendung von 
Peptonen, welche nicht die von Pick und Spiro‘) beschriebenen 
«Peptozyme» enthalten, hatten wir nicht Gelegenheit zu unter- 


suchen. 


Versuche mit Casein. 


Bei diesen Versuchen wurde Casein (Hammarsten) an- 
gewandt, das in NaOH gelodst und zur Injektionsfliissigkeit gesetzt 
wurde, wonach diese mit Essigsaéure bis zu neutraler Reaktion 
auf Lackmuspapier neutralisiert wurde. 

Versuch V. Ziegenbock, Gewicht 15,3 kg. Am ersten 
Tage Inanition: der N-Verlust = 5,08 g. Am zweiten Tage 


') Diese Zeitschrift, Bd. 31. 
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wurden 275 g Traubenzucker, 75 g Na-Acetat, 20 g Na-Citrat, 
15 cem Salze -++- Wasser bis zu 2500 cem in die Vena jugularis 
injiziert; N-Verlust 6,24 g. Am dritten Tage bestand die Injek- 
tionsfliissigkeit aus 220 g Traubenzucker, 60 g Acetat, 15 g 
Citrat, 5 cem Salze +- Wasser bis zu 2000 ccm. N-Verlust 

Am vierten Tage hatte die Injektionsfliissigkeit dieselbe 
Zusammensetzung +- 40 g Casein. Die Injektion dieser Fliissig- 
keit begann 1 Uhr p.m. Abends um 9 Uhr wollte das Tier 
sich nicht erheben. Der Harn, der in einer Salzsiiure ent- 
haltenden Flasche gesammelt wurde, wies einen stark flockigen 
Niederschlag auf. Wegen des Zustandes des Tieres wurde die 
Injektion der Caseinlésung eingestellt (es waren im ganzen 
500 ccm injiziert worden), und es wurde eine Lésung ohne 
Casein injiziert. Das Tier starb am niichsten Morgen 8 Uhr. 
Die Sektion ergab nichts Besonderes. Der Harn wurde {iltriert. 
Das Filtrat war stark sauer (HCl) und ergab bei Neutralisation 
keinen Niederschlag. Der abfiltrierte Niederschlag wurde in 
Wasser +- ein wenig NaOH geldst und filtriert. Das Filtrat 
schied mit Essigsiiure einen Niederschlag aus, der nach Aus- 
waschung und Schmelzung mit Salpetermischung starke Phos- 
phorsaurereaktion ergab. 

Das injizierte Casein wirkt also giftig, und ein Teil davon 
laBt sich kurz nach der Injektion im Harn nachweisen. 

Zu einem ganz ahnlichen Resultat kamen wir, als wir 
statt Ziegen Kalber als Versuchstiere benutzten; trotzdem es 
sich hier um Tiere handelte, die ausschlieBlich mit Milch 
ernahrt worden waren, ergab die Injektion von «<art- 
eigenem» Casein reichliche Caseinfillung im Harn und einen 
schnellen Tod. 

Versuch VI. Kalb, Gewicht 24 kg, ca. 3 Wochen alt. 
Die Injektionsfliissigkeit bestand die beiden ersten Tage aus 
300 g Dextrose, 100 g Na-Acetat, 20 g Na-Citrat, 15 ecm 
Salzen + Wasser bis zu 2500 ccm. Der N-Verlust betrug 
bezw. 7,42 und 5,08. Am dritten Tage hatte die Injektions- 
fliissigkeit dieselbe Zusammensetzung ++ 50 g Casein. Das Tier 
starb am folgenden Morgen 8 Uhr. Der entleerte Harn setzte 
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in der Flasche reichlichen Niederschlag ab. Bei der Sektion 
wurden in der Blase 480 ccm klaren Harns vorgefunden, der 
mit Salzséiure eine reichliche flockige Fallung ergab. Die 
Nieren hatten ein eigentiimliches Aussehen, indem die Rinde 
flockenférmige gelbgraue Partien (gefalltes Casein?) aufwies. 
Das Mark bot nichts besonderes Abnormes dar. 

Versuch VII. Kalb, Gewicht 26 kg. Es wurden 2 | Mager- 
mileh +- 200 g Traubenzucker, 70 g Na-Acetat und 50 g Citrat 
injiziert. Es trat im Laufe der Nacht der Tod ein; der ent- 
leerte Harn enthielt eine reichliche Fallung von Casein. 


Versuche mit Hitihnereiweib. 


Von Versuchen mit Injektion von Hihnereiweif haben 
wir nur einen ausgefiihrt. 

Versuch VIII. Kalb, Gewicht 25,2 kg. Am 9. 3.14 um 
1 Uhr wurde eine Kaniile in die Vena jugularis eingefiihrt, und 
es wurde eine Fliissigkeit injiziert aus 300 g Traubenzucker, 
70 g Na-Acetat, 50 g Na-Citrat, 15 ccm Salzen +- einer Losung 
von 50g Hiihnereiweif in 500 ccm Wasser, verdiinnt zu im 
ganzen 3000 ccm. N-Gehalt = 5,52 g. Um 5 Uhr (4 Stunden 
nach Anfang der Injektion) waren dem Kalb ca. 325 ccm in- 
jiziert worden. Es war zu der Zeit nicht imstande aufzustehen 
und hatte schnarchende Respiration. Die Injektion von Hihner- 
eiweif wurde eingestellt, und es wurde eine kein Hiihnereiweif 
enthaltende Lésung injiziert. Danach erholte das Tier sich 
und befand sich anscheinend wohl. Am zweiten Tage wurde 
wieder Zuckerlésung gegeben, der Tod trat jedoch vor Ende 
des zweiten Tages ein. 

Der unmittelbar nach der Hiihnereiweifinjektion entleerte 
Harn ergab bei Hellers Probe sehr starke Reaktion. 

Aus diesem Versuch geht hervor, dafi direkt ins Blut 
injiziertes Hiihnereiweif wie das Casein sehr giftig wirkt und 
sogar nach Injektion von verhiltnismafig kleinen Mengen den 
Tod hervorruft, und daf das injizierte Protein sich. schnell im 


Harn nachweisen 1iabt. 


























Uber permanent-intravenise Injektion von Peptonen und Proteinen. 201 


Versuche mit Eidottern. 


Aus Schotts!) interessanten Untersuchungen tiber die 
Injektion von Huhnereidotter ins Blut von Hunden und Kaninchen 
geht hervor, dai die in Eidottern vorhandenen Proteine nicht 
wie das Casein und das Hiihnereiweif eine augenblickliche 
Vergiftung hervorrufen. Wir haben daher zum Vergleich mit 
unseren tibrigen Versuchen einen einzelnen Versuch mit In- 


jektion von Huhnereidotter angestellt, den wir hier kurz refe- 


rieren werden. 

Versuch IX. Ziegenbock (Nr. 38), Gewicht 48,7 kg. Am 
30. 3. 14 um 1 Uhr wurde in die linke Vena jugularis eine 
Kantile eingefiihrt. Die Injektionsfliissigkeit bestand am ersten 
Tage aus 300 g Zucker, 70 g Na-Acetat, 50 g Citrat, 15 ccm 
Salzen, 10 Hiihnereidottern +- Wasser bis zu 3000 com. Vom 
31. 3. an wurden 350 g Zucker und 15 Eidotter gegeben, im 
iibrigen war die Flissigkeit zusammengesetzt wie am vorher- 
gehenden Tage. Vom 3.—4. 4. wurden 20 Eidotter pro Tag 
gegeben. 

Der ganze Versuch dauerte 8 Tage. Der Tod trat un- 
zweifelhaft infolge von Infektion ein (die Temperatur war, wie 
aus untenstehender Tabelle ersichtlich, sehr hoch). Aus der 
Tabelle geht hervor, das wahrend des Versuches kein N-Gleich- 
gewicht eintrat, was aller Wahrscheinlichkeit nach darauf be- 
ruht, daB die zugefiihrte Proteinmenge zu gering war. Man 
muf sich ferner erinnern, daf Eidotter einen Teil Stickstoff ent- 
halt, der nicht als Protein auftritt. — Die Harnuntersuchung 
zeigte, dafi der Harn nicht vor an den beiden letzten Ver- 
suchstagen Hellersche Reaktion ergab; da war aber die Pro- 
teinmenge des Harns recht bedeutend. 

Weshalb die Proteine des Eidotters sich langere Zeit 
injizieren lassen, ohne eine Andeutung von Vergiftung hervor- 
zurufen, lat sich nicht leicht sagen. Vielleicht spielt die eigen- 
tiimliche Zustandsform — die Vermischung mit fettartigen 
Verbindungen — eine wichtige Rolle. 





1) Schott. Deutsch. Archiv f. klin. Medizin, Bd. 112, S. 403. 
14* 
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Tabelle zu Versuch IX. 


Ziegenbock Nr. 38. — Zufuhr von Eidotter. 
nn __________________) 


























Temp. —_ Diu- waren ee bo 

Datum | des —njiern) "0%" Bim [En en ian 

Tieres  [Flissigkeit] in gabe)" a, gabe, Harn | vom Ge- 

in Litern [Litern] g g gi e¢ | g samt-N 
30,/3.—31./3.139,2—38,1 2,70 |1,12]270| 6 |3,70 7,15 + 3,45] 87 
31.3.—1./4. 138,937,791 3,20 13,10]320| 20 5,57 12,07 |~ 6.50/90 
1,/4.—2,/4. ]38,8—38,1°] 3,03 1445/3038) 18 15,05 8,16 |+ 3,11] 86 
2,/4.—3./4 |39,6—40,2° 3,15 |3,28]315) 11 [643 8,35 |= 1,92] 87 
3./4.—4./4. 141,1—40,7 2,58 |3,33]258) 20 5,77 10,31 |+ 4,54] 89 
4,/4.—5./4. |40,3—40,19 3,05 |1,75]305| 5 7,05, 8,94 |+ 1,89} 89 
5./4.—6,/4. |40,4—40,6 2,90 |1,72/290) 3 17,40 9,22 + 1,82) 91 
6./4.—7./4. 140,5—40,29 3,10 |1,97]310, 6 17,87) 9,64 |~1,77] 84 








Aus dem oben Angefiihrten geht hervor, dai permanent- 
intravendse Injektion von Wittepepton, Casein und Hiihner- 
eiweii stark giftig wirkt, und daB die Anwendung der beiden 
Proteine Albuminurien erzeugt. Da es sich indessen gezeigt 
hat, dafi nicht alle genuinen Proteine giftig wirken, da die In- 
jektion von Eidottern ja langere Zeit hindurch ausgehalten 
werden kann, lag es nahe, zu untersuchen, wie sich die Proteine 
des Blutes selbst bei intravenéser Injektion verhalten. Zu dem 
Ende haben wir mehrere Versuche ausgefihrt, bei denen wir 
teils artfremdes teils arteigenes Serum anwendeten. 


Versuche mit artfremdem Serum. 


Als Versuchstiere wurden Ziegenbécke, in einem Falle 
ein Truthahn benutzt. Das benutzte Serum war ein durch 
mehrmalige Erwirmung auf 60°!) inaktiviertes Pferdeserum. 
Wie bekannt erzeugt die Injektion von Pferdeserum an Ziegen 
nach einiger Zeit einen anaphylaktischen Shock; da ein solcher 
gewOhnlich aber erst nach ca. 14 Tagen eintritt, wird es also 
innerhalb eines solchen Zeitraumes méglich sein, den N-Umsatz 
im Organismus zu untersuchen. Aufer dieser Wirkung hat 
aber das Serum oft eine giftige Wirkung auf die Versuchstiere, 


') Uber die Bedeutung der Erwirmung auf 60° siehe Friedenthal 
und Lewandowsky, Arch. f. (Anat. u.) Physiologie, 1899, S. 531. 
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so daf nach wenig Tagen ohne eigentliche Anaphylaxiesymptome 
der Tod eintritt, wohingegen sich Respirationsbeschwerden, 
starke Salivation und starke Muskelschwiiche einstellten, so 
dafi die Tiere auferstande waren, sich zu erheben. 

Bei Versuch X (Bock Nr. 29) wurde an den beiden ersten 
Tagen eine Fliissigkeit injiziert, die aufer den gewodhnlichen 
N-freien Nahrungsstoffen 50 ccm inaktiviertes Pferdeserum ent- 
hielt. Am dritten Tage enthielt die Injektionsfliissigkeit 100 cem 
Serum, am vierten Tage 200 cem Serum. Der Tod trat ein 
ca. 3 Stunden nach Anfang des vierten Versuchstages. Der 
Harn enthielt wihrend des ganzes Versuches kein Albumen. 

Bei Versuch XI (Bock Nr. 17) wurde am ersten Tage 
eine 400 ccm Pferdeserum enthaltende Fliissigkeit injiziert, am 
zweiten Tage eine 600 ccm enthaltende. Der Tod trat bei den 
obengenannten Symptomen vor Ende des zweiten Tages ein. 
Der Harn enthielt kein Albumen. Bei der 16 Stunden nach 
Eintritt des Todes ausgefiihrten Sektion war das Blut im Herzen 
und den grofien Gefafen noch fliissig, die Milz klein und weich, 
sonst nichts Abnormes. 

Der Tod war in diesen beiden Fallen unzweifelhaft durch 
Giftstoffe des injizierten Serums hervorgerufen. Wir nahmen 
nun an, dafi es moglich sei, das Versuchstier zu immunisieren, 
indem wir ihm lingere Zeit im voraus téglich kleine Mengen 
Serum subcutan injizierten. 

Zu Versuch XII wurde ein 15 kg wiegender Ziegenbock 
benutzt, dem vom 30./12. 13—5./1. 14 taglich 1 ccm inaktiviertes 
Pferdeserum, vom 6./1.—8.1. 5 cem und vom 9Y./1.—21/1. 
10 ccm subcutan injiziert wurden. Bereits am 19./1. wurde 
eine Kaniile in die linke Vena jugularis eingefiihrt und eine 
Lésung der gewOhniichen N-freien Nahrungsstoffe injiziert. Am 
21./1. 1 Uhr begann die Injektion derselben Nahrungsfliissigkeit 
+ 500 ccm inaktivierten Pferdeserums. Da das Tier nach 
ca. 50 Minuten dauernder Injektion nichts Abnormes darbot, 
verlieBen wir den Versuchsraum; da wir aber nach ca. 15 Minuten 
zuriickkehrten, lag das Tier tot da, und eine stark schiumende 
Fliissigkeit stromte ihm aus den Nasenlochern heraus. Die 
im Rectum gemessene Temperatur betrug nun 38°. Im ganzen 
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waren seit 1 Uhr 75 cem Fliissigkeit, ca. 19 ccm Serum ent- 
sprechend, eingestrémt. Die Sektion ergab starkes Lungenddem. 
Das Blut war — obgleich die Sektion unmittelbar nach dem 
Tode stattfand — im Herzen und den groBen Gefifen ge- 
ronnen. Das subcutan injizierte Serum lag als geleeartige Masse 
nicht an der Injektionsstelle selbst (Riicken), sondern unter 
der Bauchwandung. 

Daf wir mit einem Fall von Anaphylaxie zu tun hatten, 
unterliegt kaum einem Zweifel. Der Versuch, ein Tier gegen 
die giftigen Stoffe im Serum zu immunisieren, ergab sich also 
als nicht anwendbar zur Losung der Frage: tiber die Bedeutung 
von Seruminjektion fiir den N-Umsatz. 

In zwei Fallen gelang es uns jedoch, die Tiere 6 Tage 
am Leben zu erhalten, in welcher Periode eine reichliche N- 
Ablagerung stattfand. 

Versuch XIII (siehe umstehende Tabelle). Ziegenbock 
(Nr. 20), Gewicht 22 kg. 2.—3./12. Inanition. Am 3./12. wurde 
in die linke Vena jugularis eine Kaniile eingefiihrt. 3—4./12. wurde 
eine aus 275 g Dextrose, 75 g Na-Acetat, 15 g Na-Citrat, 15 ccm 
Salzl6sung +- Wasser bis zu 2500 cem bestehende Flissig- 
keit injiziert. 4.—5./12. wurde dieselbe Lésung ++ 400 ccm 
inaktiviertes Pferdeserum injiziert. An den folgenden Tagen 
dieselbe Lésung +- 600 ccm Serum. Am 10./12. 10 Uhr vorm. 
war sehr starke Salivation eingetreten, und die Respiration 
war unregelmiabig. Die Injektion von Serum wurde daher ein- 
gestellt, und es wurde eine kein Serum enthaltende Lésung 
injiziert. Im Laufe des Tages war das Tier auferstande, sich 
zu erheben, die Salivation setzte sich fort, die Respiration war 
fortwihrend erschwert und unregelmabig. Die Temperatur hielt 
sich, bis der Tod eintrat (11 Uhr abends), um 39,3. Keine 
Kriimpfe. Die Sektion ergab nichts besonderes Abnormes. 

Dieser Fall bietet nichts dar, was auf Anaphylaxie deuten 
kénnte. Der Tod riihrt wahrscheinlich von der Giftigkeit des 
injizierten Serums her. Betrachtet man die Zahlen der unten- 
stehenden Tabelle, wird man sehen, daf an den 6 Tagen, 
solange die Seruminjektion dauerte, sogar bedeutende Mengen 
N im Korper abgelagert wurden, und betrachtet man die Zahlen 
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vom Harnstoff-N in Prozenten vom Total-N, so wird man 
finden, dafi die Hauptmenge des ausgeschiedenen N als Harn- 
stoff vorhanden ist. Der Harn zeigte auch wiihrend des ganzen 
Versuches = Heller. 

Man wird berechtigt sein, aus diesem Versuch zu schliefen, 
daf der Organismus imstande ist, die Proteine von Serum zu 
verwerten, wenn dies direkt ins Blut injiziert wird, so dab 
nicht nur ein N-Gleichgewicht, sondern auch eine N-Ablagerung 
stattfinden kann, auch wenn das injizierte Serum von einem 
Tier anderer Art stammt. 


Tabelle zu Versuch XIII. 











Ziegenbock Nr. 20. — Zufuhr von Pferdeserum. 
Te ) 
a Menge | _. Glukose Sticksioff Harn- 
der inji-| Diu-  aus- ‘i | stoff-N 
| peratur | zierten yese}Ein-| ge- |Ein- “© ° in %o 
Datum | a Fliissig- be Schie- schieden Bilanz rm 
_— keit | in [8° den [8*”° im Harn Gesamt- 
Tieres in Litern Liternf g g g g g N 
2./12.—3,/12. |38,3— ? o lois}o,—]o)} 280 +280) — 
3./12.—4./12. |389,2—38 3° 2,30 |1,23]255) 61 0 5,10 |= 5,10] 87 
4./12.—5./12. |39,1—38,6° 2,30 |2,69]255 96 13,93 3,38 0,55] 89 
. | 
5.12.6 /12. |38,9—38,2% 2,25 | 1,85]250 52 16,30 3,21 +3,09) 85 
6./12.—7./12. 39,4—39.1° 2.25 |1,71]250) 53 16.77 386 +2,91] 96 
7.,/12,—8./12. |39,5—38,9°| 2,28 |2,05]250) 80 [5,71 4,56 +1,15] 99 
8./12.—9,/12. |39,7—39,39] 2,00 |1,78]220, 62 |4,52 4,71 +0,19) 86 
9./12.—10./12.'39,1—39,3°] 2,25 |1,69]250| 67 |464 4,55 (+ 0,09} 85 














Versuch XIV. Truthahn, Gewicht 5,6 kg. Am 24./1. 1914 


wurde ein Anus praeternaturalis angelegt, indem das Rectum 
iiber dem Abgang der Ureteren unterbunden und der Darm 
direkt hinter dem Sternum an die Haut geniht wird. Am 
3./2. 1914 war die Wunde vollig per primam geheilt. Am 
4/2. wurde in die Armvene der linken Seite eine Kaniile ein- 
gefiihrt und eine aus 60 g Dextrose, 10 g Na-Citrat, 5 ccm 
Salzlésung, 500 ccm einer Lésung aus trypsin-erepsinverdautem 
Kalbfleisch (ca. 10°/o peptidgebundenen N enthaltend) ++ Wasser 
bis zu 2000 ccm bestehende Fliissigkeit injiziert. Diese LOsung 
wurde 6 Tage injiziert, und wie aus nebenstehender Tabelle 
hervorgeht, ist die N-Bilanz wahrend dieser ganzen Periode 
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positiv, und es wurden im ganzen 5,51 g N abgelagert. Die 
Zuckerverwertung war in dieser und der darauffolgenden Periode 
eine sehr gute, indem im Harn nur einige wenige Gramm Zucker 
vorgefunden wurden. 

Vom 10./2. ab wurde die Zusammensetzung der Injektions- 
fliissigkeit dahin modifiziert, dah das verdaute Kalbfleisch durch 
400 cem inaktiviertes Pferdeserum ersetzt wurde. Auch 
in dieser Periode war die Stickstoffbilanz positiv, indem im 
ganzen 1.84 g abgelagert wurden. Die beiden ersten Tage 
ergab der Harn deutliche Albuminreaktion; spiter fand sich 
keine Spur von Albumin. Der Tod trat ein am 16./2., 6 Uhr 
nachmittags. Die Todesursache war sicherlich eine Infektion ; 
es fanden sich naémlich im Einflu8Bschlauch Massen von Bakterien. 

Der Versuch zeigt, wie der vorhergehende, daf der Organis- 
mus imstande ist, intravenés injiziertes, artfremdes Serum zu 
verwerten, so dai im Korper eine Stickstoffablagerung statt- 
findet. In dem hier referierten Versuch ersetzte das Pferde- 
serum durchaus das verdaute Kalbfleisch. 

Tabelle zu Versuch XIV. 




















Truthahn Nr. 1. — Zufuhr von 1. Aminoséuren, 2. Pferdeserum. 
Menge | pip. Glukose Stickstoff 
der —s . lausge-] yp. gelist In 
zierten | rese | Ein- Fin \Faeces| .. 
Datum Fliissig- . _ | Schie- / im | ve | Bilanz 
keit in | Babe | gen | GPC | Harn iUraten 
in Litern]Litern] g g g | g | g g 
.2.—5/2.| 1,50 | 116] 45 | 5 | 3,85) 2,28) 040 |+1,17 
52—6/2.] 1,55 | 134] 47 | 2 | 386) 2,44) 0,30 41,12 
6./2.—7./2 1,30 123 | 39 3 3,33 2,26 | 0,25 H- 0,82 
7./2.—8./2 1,48 1,36] 45 1 372 2,34 | 0,26 H+ 1,12 
8./2.—9.|2 1,60 141] 48 2 | 400 2,03 | 0,71 |+1,26 
9j2—10/2) 1,50 | 137] 45 | 2 | 368) 337/ 029 |+0,02 
10,2112] 1,73 | 156] 52 | 3 | 3,55 242 | 0,92 |+-0,21 
11/2122] 1,63 | 134] 49 | 3 | 335) 2,29] 0,35 |+0,71 
122.132] 1,70 | 1,44] 51 4 | 347 | 2,48] 1,18 + 0,19 
13./2.—14./2.] 1,78 1,58] 53 1 3,69 | 3,02 | 0,28 |-+ 0,39 
14./2.—15./2] 1,80 | 1,58] 54 2 | 3,78 | 2,97 | 0,57 |+-0,24 
15./2.-16.2] 1,90 | 1,56] 87 2 | 401 | 2,71 | 0,82 |+0,48 
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Versuche mit arteigenem Serum. 


Versuche dieser Art haben wir teils an Ziegenbécken 
ausgefiihrt, teils an einem Kalb. Zur Herstellung des Ziegen- 
serums wurden 3 grobe Bocke benutzt, denen mit Zwischen- 
ridumen von 14 Tagen bis 3 Wochen Blut entnommen wurde. 
Das angewandte Serum wurde durch Erwiirmung auf ca. 60° 
inaktiviert. Das in der Weise hergestellte Serum wirkte bei 
Injektion an Ziegenbécken sehr stark giftig, so dab der Tod 
im Laufe von wenigen Tagen eintrat. 

Versuch XV. Ziegenbock, Gewicht 23 kg. Es wurde 
eine Lésung der gewOhnlichen N-freien Stoffe -+ 500 ccm in- 
aktivierten Ziegenserums in die Vena jugularis injiziert. An 
den folgenden drei Tagen war die N-Bilanz positiv, und es 
wurden bezw. 1,5, 1,04 und 0,62 g N abgelagert. Der Tod 
trat am vierten Tage ein; kurz zuvor lagen Muskelerschlaffung, 
Respirationsbeschwerden und Salivation vor. Die Sektion ergab 
stark ger6dtete, sehr weiche, fast zerfliefende Nierenrinde, 
scheinbar normales Mark, sonst nichts Abnormes. 

Versuch XVI. Ziegenbock, Gewicht 21,2 kg. Injektions- 
fliissigkeit wie im vorigen Versuch. Am ersten Tage wurden 
im Korper 0,27 g N abgelagert. Der Tod trat am zweiten 
Tage ein, bei denselben Symptomen wie oben genannt. Die 
Sektion ergab wiederum weiche und stark hyperimische 
Nierenrinde. 

Auer diesen beiden Versuchen, bei denen die Tiere doch 
einige wenige Tage nach Anfang der Injektion lebten, beob- 
achteten wir einen Fall, wo die Vergiftungssymptome schon 
am ersten Tage eintraten und das Tier am zweiten Tage starb. 

Es kann somit kein Zweifel dariiber bestehen, dai das 
von uns hergestellte Ziegenserum, trotz Erwarmung auf 60° 
liingere Zeit hindurch, bei intravendser Injektion an Ziegen 
giftig wirkte. Daf arteigenes Serum bei intravendser Injektion 
giftig wirken kann, ist tibrigens wohl bekannt und mu auf 
der Bildung von Giftstoffen wahrend der Koagulation des 
Blutes beruhen. 

Aufer diesen Versuchen mit Ziegen fiihrten wir, wie er- 
wihnt, einen einzelnen Versuch mit einem Kalb aus. 
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Versuch XVII. Kalb, Gewicht 25 kg, ca. 17 Tage alt. 
Am 17. 1. 1914 wurde in die linke Vena jugularis eine Kanile 
eingefiihrt. Die Injektionsfliissigkeit bestand aus 275 g Dextrose, 
75 g Na-Acetat, 15 g Na-Citrat, 15 cem Salzen +- Wasser bis 
2500 ecm. Vom 19.—20./1.—23.—24./1. wurden zur Injek- 
tionsfliissigkeit 500 ccm inaktiviertes Rinderserum gesetzt. Vom 
23.—24./1.—30.—31./1. wurde die Zuckermenge auf 300 g ge- 
steigert. Vom 28.—29. 1. bis zu Ende des Versuches war die 
Serummenge von 500 ccm auf 600 cem gesteigert. Vom 30. 
bis 31. 1. bis zu Ende des Versuches bestand die Injektions- 
fliissigkeit aus 360 g Dextrose, 100 g Na-Acetat, 20 g Citrat, 
15 cem Salzen, 600 cem Serum -++ Wasser bis zu 3000 ccm. 

Wiihrend desVersuches muBte die Kantile wegen Thromben- 
bildung einigemal entfernt und an einer anderen Stelle ein- 
gefiihrt werden: am 23.1. um 4 Uhr war der Einlauf schwierig; 
die Temperatur des Tieres stieg auf 40°; die Kaniile wurde 
aus der Vena jugularis sin. herausgenommen; es fand sich 
etwas Eiter um die Kaniile und leichtes Odem am Halse. Hier 
wurde eine lange Inzision gemacht. Es wurde eine Kaniile in 
die rechte Vena jugularis eingefiihrt. Am 27.1. war der Ein- 
lauf wieder zu langsam; die Kantile wurde herausgenommen ; 
in der Vena fand sich ein grofer Thrombus. Die Kaniile 
wurde wieder nach oben in die rechte Vena jugularis einge- 
fiihrt. Am 31.1. mute die Kaniile wegen eines Thrombus in 
der Vene und einer Anschwellung der Partie um die Maxilla 
inferior wieder entfernt werden. Die Kaniile wurde nach oben 
in die linke Vena jugularis eingefiihrt. 

Der ohne jeden Zweifel auf einer Infektion beruhende 
Tod trat in der Nacht zwischen dem 3. 2. und 4. 2. ein. 

Wiihrend der ganzen Serumperiode fand sich an einem 
einzelnen Tage eine schwache Albuminreaktion im Harn, an 
den iibrigen Tagen war der Harn albuminfrei. 

Wie aus der umstehenden Tabelle ersichtlich, war die 
Stickstoffbilanz an den meisten Tagen positiv und vom 21. 1. 
bis zum 3. 2. wurden im ganzen 3,20 g N abgelagert. Die 
Tage, an denen die Kantile der Thrombenbildung wegen ver- 
legt werden mute, hatten meist negative Stickstoffbilanz, und 
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es liegt somit nahe, anzunehmen, dab die N-Ablagerung, wenn 
keine Infektion stattgefunden hiitte, bedeutend gréBer ge- 
wesen ware. 

Der Versuch ergibt also, da inaktiviertes arteigenes 
Serum, an einem Kalbe injiziert, imstande war, in einer Periode 
von 15 Tagen im Organismus eine N-Ablagerung zu bewirken, 
ohne da Proteine in den Harn iibergingen. 


Tabelle zu Versuch XVII. 
































Kalb Nr. 1. — Zufuhr von Rinderserum. 

—_— Menge | 7” say ent ee | a 

| peratur elena rese Ein-| ge- Rin- im in Total- ; a. 

ane | des Fliissig- sabe Schie- gabe, Harn stent } lanes ie 

| keit | in J? | den Faeces | des Ge- 

| Tieres Jin xitern|Liten] g | g |g | g gi g 5 ow 
17./1.—18,/1.|38,6—38,4° 220 |112)240/ 3 | o lost — | — |+68sl 83 
18./1.—19./1.|38,7—38,2°] 2,30 |1,72/255) 7] 0 438) — _ |+ 4,38] 78 
19./1.—20,/1.|38,7—38,39 2,15 | 2 |240, 2? [634 2? | — | —| »? 2 
20,/1.—21./1./38,3—38,5 2,20 | 157/240) 6 [623,4,79| — | — |4+1,44) 79 
21 ,/1.—22,/1.,38,6—38,4"] 2,30 | 1,87]255) 5 |6,90 4,02) 0,62 | 4,64 +2,26 80 
22,/1.—23,/1, 39,5—38,8° 2.33 | 1,66 255 5 |6,77 4,08) 1,00 | 5,08 |-+- 1,69] 7 
23,/1.—24/1,/39,0—38,7 2,30 | 1,35]275) 7 |6,69 5,19] 0,59 | 5,78 +-0,91] 79 
24./1.—25./1./38,1—38,09 2,30 | 1,82]275) 8 [685 5,36) 1,40 | 6,76|+-0,09] 76 
25,/1.—26./1./38,9—38,3 2,33 202/280! 7 16,11 4,80) 0,69 | 5,49/-+0,62] 74 
26./1.—27,/1.38,4—37,79 2,10 2,14]250) 6 | 4,83 5,32} 0,80 6,12 + 1,29] 79 
27,/1.—28./1./38,2—38,39| 2,33 1,98]280, 7 |6,09 6,28] 0,08 | 6,36 + 0,27] 80 
28,/1.—29//1. 38,5384 2,38 249/285 7 | 7,41 5,76| 0,46 6,22 |-+1,19] 77 
29,/1,—30,/1.'38,7—38,0 2,45 1,78]290 6 16,93 4,97| 0,34 | 5,31 + 1,62] 79 
30,/1.—81,/1.39,7—40,0] 2,38 | 2,06]285) 9 |6,15 7,72) 0,73 | 8,45/+ 2,30] 81 
31,/1.—1,/2. 39,2—38,7° 2,50 3,10]300 37 1618 8,82, 0 | 882+ 2,64] 84 
1./2.—2./2. |38,8—39,0% 2,80 3,07]335| 68 |8,34 7,26) 0,99 | 8,25 +0,09] 77 
2./2,—3./2. |38,8—38,59| 2,70 | 2,18]325| 21 17,67 5,49) 0,95 | 6,44 +-1,23] 75 


Resumee. 


1. Es gelang, Ziegenbécke nach totaler Darmexstirpation 
ca, 2!/2 Tage am Leben zu erhalten. Bei permanent-intraven6éser 
Injektion von trypsin-erepsinverdautem Fleisch an solchen Tieren 
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hat man im K6rper eine bedeutende N-Ablagerung, was unserer 
Ansicht nach dahin zu deuten ist, daB das Darmepithel bei 
der Proteinsynthese keine Rolle spielt. Die Ursache des Kin- 
tretens des Todes nach 2!/2 Tagen kann keine Shockwirkung 
sein, da die Tiere sich die beiden ersten Tage nach der Opera- 
tion anscheinend wohl befanden; auch kann keine Infektion 
den Tod bewirkt haben. Mdéglicherweise spielt die Verletzung 
des Pankreas oder das Aufhéren einer internen Sekretion eine 
Rolle dabei. 

2. Bei permanent-intravenéser Injektion von (N-freien 
Nahrungsstoffen!) Wittepepton tritt auch bei verhaltnismabig 
kleinen Mengen (40 g pro Tag) im Laufe von wenig Tagen 
der Tod ein. 

3. Bei permanent-intravendser Injektion von Casein (so- 
wohl arteigenem als artfremdem) oder von Hihnereiweifi treten 
Vergiftungssymptome mit baldigem Tod ein. Die injizierten 
Proteine werden teilweise mit dem Harn ausgeschieden. 

4. Die Injektion einer Emulsion von Eidottern wird — 
wie zuerst von Schott!) nachgewiesen — liingere Zeit hin- 
durch ohne krankhafte Symptome gut ertragen. Im Harn werden 
nur sehr geringe Mengen der injizierten Proteine ausgeschieden. 

5. Die Injektion von artfremdem Serum (Pferdeserum) 
au Ziegenbécken wird meist Vergiftungssymptome und nach 
wenigen Tagen den Tod hervorrufen. Das Eintreten des Todes 
beruht aut keiner Anaphylaxie, sondern auf der Bildung von 
Giftstoffen durch die Koagulation des Blutes. Es gelang, die 
intravends-permanente Injektion von N-freien Nahrungsstoffen 
-+- Pferdeserum 6 Tage hindurch an einem Ziegenbock durch- 
zuliihren; wihrend dieser Periode lagerte sich Stickstoff im 
Korper ab. — Gleichfalls gelang es, Pferdeserum 6 Tage hin- 
durch an einem Truthahn zu injizieren; wiihrend dieser Periode 
lagerten sich reichliche Mengen von Stickstoff im Ko6rper ab. 

6. Die. Injektion von arteigenem Serum: Ziegenserum wird 
an ZiegenbOcken wie artfremdes Serum nach wenigen Tagen 
eine Vergiftung und den Tod bewirken. — Bei einem Ver- 
such an einem Kalbe gelang es dagegen, 15 Tage hindurch 


') Schott, 1. c. 
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Rinderserum zu injizieren, ohne daf sich Vergiftungssymptome 
einstellten; an diesen 15 Tagen war die N-Bilanz positiv. 

Aus unseren Versuchen geht hervor, dai fast vollig ab- 
gebaute Proteine (ca. 10°/o peptidgebundenes N) bei permanent- 
intravenéser Injektion N-Gleichgewicht oder N-Ablagerung im 
Korper erzeugen kénnen. 

Gelangt der Abbau nur bis zu Albumosen +- Peptonen 
(Wittepepton), treten Vergiftung und Tod ein. 

Von genuinen Proteinen werden die Proteine in sowohl 
arteigenem als artfremdem Serum imstande sein, eine N-Ablage- 
rung hervorzurufen, wahrend sonderbarerweise Casein -— auch 
«arteigenes Casein» Vergiftung mit Caseinausscheidung im 
Harn und schnell eintretenden Tod bewirkt. Dieselbe Wirkung 
hat Hiihnereiweil. 














Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 
XVI. Mitteilung. 


Uber die Isolierung des Carnosins durch Quecksilberoxydsulfat. 
Von 


M. Dietrich. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Universitat Moskau.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. Juni 1914.) 


In der Absicht, das zur Isolierung des Carnosins aus 
dem Fleischextrakt dienende Verfahren, welches von WI. 
Gulewitsch und seinen Mitarbeitern ausgearbeitet ist und 
welches auf der Anwendung der Phosphorwolframsaure 
basiert, zu vereinfachen und billiger zu machen, benutzte ich 
das Quecksilberoxydsulfat, welches, wie Herr Prof. Dr. W1. 
Gulewitsch mir miindlich mitgeteilt hat, das Carnosin aus 
seinen wiisserigen Lésungen gut fillt. Nach den Beobachtungen 
von S$. Demjanowski!) gibt selbst 1/,,..°/oige Carnosinlosung 
mit Quecksilberoxydsulfatl6sung eine Triibung oder eine Fallung. 
Den ersten Versuch zur Isolierung von Carnosin aus einem 
Gemische der Extraktivstoffe mit Hilfe des Quecksilberoxyd- 
sulfats machte J. Smorodinzew?) bei seiner im _hiesigen 
Laboratorium ausgefiihrten Untersuchung der Leber, worin 
aber kein Carnosin aufgefunden worden ist. 

Zur Isolierung des Carnosins verfuhr ich auf folgende 
Weise: 8000 g Kalbfleisch von einem Hinterbein wurden 
vom Fett und Bindegewebe abpripariert, zweimal durch die 
Fleischhackmaschine getrieben und dann dreimal mit Wasser 
auf dem Wasserbade bei 80—90° jedesmal 11/2 Stunde lang 
extrahiert. Die Fliissigkeit wurde koliert und der breifoérmige 
Riickstand abgeprebt. Alle drei Portionen wurden vereinigt 
eingeengt und mit einem kleinen Uberschu8 von Bleiessig 
ausgefiillt, der Niederschlag abfiltriert und das Filtrat mit 
Soda neutralisiert, wobei ein Niederschlag entstand, der eben- 
falls abfiltriert wurde. Das Filtrat wurde durch eine vorsichtige 
Zugabe von Schwefelsiure von iiberschiissigem Blei befreit, 


') Diese Zeitschrift, Bd. 80 (1912), S. 216. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 80 (1912), S. 218. 
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die Losung mit Baryt neutralisiert und das neue Filtrat bis 
auf 1 Liter auf dem Wasserbade eingedampft. Zu dieser 
Lisung wurde dann Athylalkohol solange zugesetzt, bis eine 
schwache Triibung entstand, welche nach 1—2 Minuten beim 
Umrihren wiederum verschwand. Es wurden dazu ungefahr 2 
Liter Alkohol verwendet. Zu dieser Lésung wurde eine kleine 
Menge Athyliither zugegeben, bis eine Probe mit Quecksilber- 
oxydsulfatlésung einen sich gut absetzenden Niederschlag gab. 
Dann wurde die ganze Menge Filiissigkeit vorsichtig mit der 
gesattigten Loésung von Quecksilberoxydsulfat in 5 °/oiger 
Schwefelsiure solange gefillt, bis ein schneeweiber flockiger 
Niederschlag entstand. Dieser Niederschlag setzte sich sofort 
zu Boden und die driiben stehende Fliissigkeit erschien ganz 
klar. Die Fillung ging sehr schnell und sein Endpunkt lief 
sich sehr scharf erkennen. 

Nach 24 Stunden wurde der Niederschlag abgesaugt, 
mit 5°/ciger Schwefelséiure gut ausgewaschen, mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt, das Filtrat mit Baryt neutralisiert, von 
iiberschiissigem Baryt durch Kohlensiiure befreit, das neue 
Filtrat bis zur Sirupdicke eingedampft und stehen gelassen. 

Nach einigen Stunden verwandelte sich der Sirup in 
eine vollstiindig krystallinische Masse, welche mit einer 
Mischung von 4 Teilen Athylalkohol und 1 Teil Wasser ver- 
rieben, dann abgesaugt und getrocknet wurde. Die Ausbeute 
betrug 30 g. 

Beim wiederholten Umkrystallisieren wurden 14 g ganz 
reinen Produkts erhalten, was 0,17°/o auf das Fleischgewicht 
umgerechnet ausmacht. 

Es soll betont werden, dafi die Fillung des Fleisch- 
extraktes mit Quecksilbersulfat auch ohne Alkohol und Ather- 
zusatz vorgenommen werden kann, dann veriliiuft aber dieselbe 
bedeutend langsamer. Durch eine starke Einengung kann eine 
gewisse Abhilfe geschafft werden, aber auch in diesem Falle 
verzogert sich die Fillung auf einige Wochen, wiihrend sie 
sich bei der Bearbeitung des Extraktes unter Zusatz von Al- 
kohol und Ather sehr schnell vollzieht. 








Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 
XVI. Mitteilung. 


Uber die Isolierung des Carnosins durch Quecksilberoxydsulfat. 
Von 


M. Dietrich. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Universitat Moskau.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. Juni 1914.) 


In der Absicht, das zur Isolierung des Carnosins aus 
dem Fleischextrakt dienende Verfahren, welches von WI. 
Gulewitsch und seinen Mitarbeitern ausgearbeitet ist und 
welches auf der Anwendung der Phosphorwolframsaéure 
basiert, zu vereinfachen und billiger zu machen, benutzte ich 
das Quecksilberoxydsulfat, welches, wie Herr Prof. Dr. W1. 
Giulewitsch mir miindlich mitgeteilt hat, das Carnosin aus 
seinen wisserigen Lésungen gut fallt. Nach den Beobachtungen 
von S. Demjanowski!) gibt selbst */,)..°/oige Carnosinlésung 
mit Quecksilberoxydsulfatlésung eine Triibung oder eine Fallung. 
Den ersten Versuch zur Isolierung von Carnosin aus einem 
Gemische der Extraktivstoffe mit Hilfe des Quecksilberoxyd- 
sulfats machte J. Smorodinzew?) bei seiner im _hiesigen 
Laboratorium ausgefiihrten Untersuchung der Leber, worin 
aber kein Carnosin aufgefunden worden ist. 

Zur Isolierung des Carnosins verfuhr ich auf folgende 
Weise: 8000 g Kalbfleisch von einem Hinterbein wurden 
vom Fett und Bindegewebe abpriipariert, zweimal durch die 
Fleischhackmaschine getrieben und dann dreimal mit Wasser 
auf dem Wasserbade bei 80—90° jedesmal 11/2 Stunde lang 
extrahiert. Die Fliissigkeit wurde koliert und der breiférmige 
Riickstand abgepreBt. Alle drei Portionen wurden vereinigt 
eingeengt und mit einem kleinen Uberschu8 von Bleiessig 
ausgefillt, der Niederschlag abfiltriert und das Filtrat mit 
Soda neutralisiert, wobei ein Niederschlag entstand, der eben- 
falls abfiltriert wurde. Das Filtrat wurde durch eine vorsichtige 
Zugabe von Schwefelsiure von iiberschiissigem Blei befreit, 


') Diese Zeitschrift, Bd. 80 (1912), S. 216. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 80 (1912), S. 218. 
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die Losung mit Baryt neutralisiert und das neue Filtrat bis 
auf 1 Liter auf dem Wasserbade eingedampft. Zu dieser 
Lisung wurde dann Athylalkohol solange zugesetzt, bis eine 
schwache Triibung entstand, welche nach 1—2 Minuten beim 
Umrthren wiederum verschwand. Es wurden dazu ungefiahr 2 
Liter Alkohol verwendet. Zu dieser Lésung wurde eine kleine 
Menge Athylither zugegeben, bis eine Probe mit Quecksilber- 
oxydsulfatlésung einen sich gut absetzenden Niederschlag gab. 
Dann wurde die ganze Menge Fliissigkeit vorsichtig mit der 
gesittigten Loésung von Quecksilberoxydsulfat in 5°/oiger 
Schwefelsiure solange gefallt, bis ein schneeweiber flockiger 
Niederschlag entstand. Dieser Niederschlag setzte sich sofort 
zu Boden und die driiben stehende Fliissigkeit erschien ganz 
klar. Die Fiallung ging sehr schnell und sein Endpunkt lieB 
sich sehr scharf erkennen. 

Nach 24 Stunden wurde der Niederschlag abgesaugt, 
mit 5°/ciger Schwefelsiure gut ausgewaschen, mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt, das Filtrat mit Baryt neutralisiert, von 
iiberschiissigem Baryt durch Kohlensiiure befreit, das neue 
Filtrat bis zur Sirupdicke eingedampft und stehen gelassen. 

Nach einigen Stunden verwandelte sich der Sirup in 
eine vollstindig krystallinische Masse, welche mit einer 
Mischung von 4 Teilen Athylalkohol und 1 Teil Wasser ver- 
rieben, dann abgesaugt und getrocknet wurde. Die Ausbeute 
betrug 30 g. 

Beim wiederholten Umkrystallisieren wurden 14 g ganz 
reinen Produkts erhalten, was 0,17°/o auf das Fleischgewicht 
umgerechnet ausmacht. 

Es soll betont werden, dai die Fiillung des Fleisch- 
extraktes mit Quecksilbersulfat auch ohne Alkohol und Ather- 
zusatz vorgenommen werden kann, dann veriiiuft aber dieselbe 
bedeutend langsamer. Durch eine starke Einengung kann eine 
gewisse Abhilfe geschafft werden, aber auch in diesem Falle 
verzogert sich die Fiallung auf einige Wochen, wihrend sie 
sich bei der Bearbeitung des Extraktes unter Zusatz von AIl- 
kohol und Ather sehr schnell vollzieht. 











Zur Methodik der Fleischextraktuntersuchung. 
Von 


J. Smorodinzew. 





Der Redaktion zugegangen am 19. Juni 1914.) 


Um die Basen aus dem Fleischextrakt auszuscheiden, 
benutzt man ihre Eigenschaft, von Phosphorwolframsaure ge- 
fillt zu werden; die Bedingungen aber, unter denen diese 
Fiillung am vollkommensten vor sich geht, bleibt bislang nicht 
ganz aufgeklirt. Manche Autoren raten, die Basen bei Gegen- 
wart einer gewissen Menge Schwefelsiure zu fallen, andere 
halten den Zusatz dieser Saure fiir iiberfliissig. Viele empfehlen 
zur Entfernung der Beimengungen, das Extrakt zuerst mit 
neutralem Bleiacetat zu behandeln: wie aber W1. Gulewitsch’) 
als erster gezeigt hat, tritt das Vorhandensein essigsaurer Salze 
der vollstiindigen Fillung der wichtigsten Base des Extrakts, 
des Carnosins, durch Phosphorwolframsaure hinderlich ent- 
gegen. In vorliegender Arbeit ist der Versuch gemacht worden, 
den Einflu{8 der Bleisalze und der Schwefelséure auf die 
Ausbeute der Basen bei einer parallel durchgefiihrten ver- 
gleichenden Untersuchung verschiedener Portionen eines und 
desselben Extrakts wenigstens annihernd aufzuhellen, wie auch 
die Phosphorwolframsaéure bei der Ausscheidung der Basen 
durch Quecksilberoxydsulfat zu ersetzen. Den ersten Ver- 
such, durch die Fallung mit Quecksilbersulfat Carnosin aus- 
zuscheiden, fiihrte ich auf Herrn Prof. Dr. W1. Gulewitschs 
Vorschlag hin am Leberextrakt aus.?) Es erwies sich darin 
kein Carnosin, und fielen nur Purinkérper, Kreatinin und ein 
Teil des Methylguanidins aus. 

Zu diesem Zweck wurde auf tibliche Weise aus Fleisch 
vom Schenkel eines frischgeschlachteten Ochsen ein Extrakt 
durch 15—20 Minuten langes Auskochen von 18 kg gehackten 
Muskeln mit Wasser bereitet. Nach dreimaligem Extrahieren 


') Wl. Gulewitsch, Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 9 (1913). 
2) J. Smorodinzew, Diese Zeitschrift, Bd. 80, S. 218 (1912). 
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wurden 751 des wasserigen Extrakts erhalten, welches durch 
Einengung auf dem Wasserbade bis auf 41 gebracht wurde, 
und es wurden zwei Proben von je 5 ccm zur Stickstoffbe- 
stimmung nach Kjeldahl genommen. 

I. Die aus zwei Proben von je 5 ccm erha!tene Ammoniakmenge 
entsprach 72.25 resp. 72,50 ccm ‘/10-n-H,SO,, was 81,04 ¢g N im Gesamt- 
extrakt und 0,45°/o des Gewichts des in Arbeit genommenen Fleisches 
entspricht. 3 

Darauf wurde die Fliissigkeit in vier gleiche Portionen 
geteilt, welche weiter gesondert untersucht wurden. 


I. Portion des Extrakts. 


Diese Portion wurde ohne eine vorherige Fillung mit 
Bleizucker mit einer 10°/oigen Quecksilberoxydsulfatlésung in 
5°/oiger Schwefelsiure gefillt. Nach 7 Tagen wurde der 
Quecksilberniederschlag abfiltriert, ausgewaschen und mit einem 
Schwefelwasserstoffstrom zersetzt. 


A. Quecksilberniederschlag. 


Silberniederschlag. Nach der Entfernung des Queck- 
silbersulfids wurde das Filtrat bei neutraler Keaktion bis auf 
200 cem gebracht und mit Silbernitrat gefiallt. Die Fallbarkeit 
durch ammoniakalische Silbernitratldsung, die Xanthin- und 
die Weidelsche Probe zeigten, dafi in dieser Fraktion Purin- 
basen enthalten sind; die freien Purinkérper wogen 2,8 g. 

Erster Silberbarytniederschlag.') Aus dem Filtrat 
des Silberniederschlags der Purinkérper wurde durch Zusatz 
von warmer Barythydratl6sung eine Carnosinfraktion erhalten. 
Es gelang, 14,3 g freies Carnosin mit dem Zersetzungspunkt 
236 —238° aus dieser Fraktion auszukrystallisieren. Nach zwei- 
maligen Umkrystallisieren aus heiBem Wasser und _nachfol- 
gendem viermaligem Umkrystallisieren durch Zusatz von 
Alkohol zur kalten wasserigen Lésung des Carnosins erreichte 
die Zersetzungstemperatur 245—246°. Ein Teil dieser Frak- 





1) Bei der Gewinnung der Carnosin enthaltenden Fraktionen hat 
mir Herr A. Anzygin seinen Beistand geliehen, wofiir;ich ihm meinen 
Dank ausspreche. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCII. 15 
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tion, der bis zum konstanten Gewicht im Vakuumexsikkator 
iiber Schwefelsdure getrocknet wurde, wurde zur Bestimmung 
des spezifischen Drehungsvermogens benutzt. 

I]. 0,9544 g der Substanz wurden bis 16,9640 g aufgelést: p = 5,626 °/o; 
c = 5,727°/o (d = 1,0179 angenommen); ') “ = + 2,89° bei 1 = 2 dm; 
woraus a}? ie == -+ 25,2° anstatt 25,32° berechnet wurde. 

Zweiter Silberbarytniederschlag. Hier wurden0,39 g 
des Pikrats mit 199—200° Schmelzpunkt gefunden, was 0,094 g 
freien Methylguanidins entspricht. 

Wismutjodidniederschlag — diese Fraktion erwies 
sich als in Alkohol unléslich, so daf es nicht gelang, einen 
Sublimatniederschlag zu erhalten. 


B. Quecksilberfiltrat. 


Es wurde mit Schwefelwasserstoff behandelt, und das 
Filtrat vom Quecksilbersulfid mit Phosphorwolframsaure ge- 
fiillt. Der erhaltene Niederschlag wurde auf tbliche Weise 
untersucht. 

Erster Silberbarytniederschlag. In dieser Fraktion 
krystallisierte keine freie Base aus; diese wurde in das sal- 
petersaure Salz tibergefiihrt und dann in Krystallen erhalten. 
Zersetzungspunkt ca. 230°. Auferdem wurde hier durch ent- 
sprechende Reaktionen das Vorhandensein von Kreatin und 
Kreatinin dargetan und ein Pikrat mit Zersetzungspunkt iiber 
270° (nach viermaligen Umkrystallisieren) isoliert. Die Gegen- 
wart von Carnosin wurde nicht beobachtet. 

Zweiter Silberbarytniederschlag. Es wurden 3,84 g 
Methylguanidinnitrat erhalten, welche nach dem Umkry- 
stallisieren bei 150° schmolz. 

Der Wismutjodidniederschlag gab 7,2 g einer Sub- 
limatverbindung des Carnitins, was 1,64 g der freien Base 
entspricht mit dem Schmelzpunkt 196—197°. 

Die Daten dieses Versuchs zeigen, dai der Quecksilber- 
niederschlag Purinbasen und Carnosin und das Quecksilber- 
filtrat — Kreatin, Kreatinin, Methylguanidin und Carnitin ent- 
hielt, welche durch das Quecksilbersulfat nicht gefallt worden 


') W1.Gulewitsch, Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 10, Beob. XXI (1913). 
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waren. Folglich gelingt es, durch dieses Verfahren die Basen 
des Extrakts zu trennen. 


II. Portion. 


Diese wurde zuerst mit neutralem Bleiacetat behandelt 
und das Filtrat nach der Abscheidung des Bleisulfids mit 40 °/oiger 
Phosphorwolframséure ohne Zusatz von Schwefelséure 
gefallt. 

Silberniederschlag. Purinkérper, die auf die itibliche 
Weise identifiziert wurden, betrugen ca. 0,5 g. 

Erster Silberbarytniederschlag. Aus dieser Fraktion 
wurden 14 g Carnosin mit dem Zersetzungspunkt 236—238 ° 
auskrystallisiert. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren wurde 
die spezifische Drehung des Praparats bestimmt, welches sich 
bei 240—241 ° zersetzte. 

lil. 0,9520 g der Substanz wurden in Wasser zu 16,9352 g gelést; 
p = 5,621°%o; ¢ = 5,722%; “ = + 1,42° bei 1 = 1 dm; woraus 
[aleie == -++ 248° anstatt 25,32° berechnet ist. 

Zweiter Silberbarytniederschlag. Es wurden 5,52 g 
salpetersauren Methylguanidins mit dem Schmelzpunkt 144 
bis 146° isoliert. 

Aus der Fraktion Wismutjodidniederschlag wurden 
nur 2,3 g einer Sublimatverbindung von Carnitin mit dem 
Schmelzpunkt 196—197° erhalten. 


III. Portion. (Ubliche Methode.) 


Zu dieser Portion wurde nach vorangegangener Behand- 
lung mit neutralem Bleiacetat vor der Fallung mit Phosphor- 
wolframséure bis 5°/o Schwefelséure zugesetzt. 

Silberniederschlag. 0,48 g Purine. 

Aus dem ersten Silberbarytniederschlag wurden 
6,0 g Carnosin mit dem Zersetzungspunkt 230° auskrystalli- 
siert. Gereinigt wurde diese Fraktion zusammen mit der ent- 
sprechenden aus Portion IV. 

Zweiter Silberbarytniederschlag. 5,51 g salpeter- 
sauren Methylguanidins mit dem Schmelzpunkt 149—150°. 


15* 
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Aus der Fraktion des Wismutjodidniederschlags 
wurden 5,5 g der Sublimatverbindung des Carnitins isoliert, 
deren Schmelzpunkt sich = 203—204° erwies. 


IV. Portion. 


Die vierte Portion wurde direkt mit 40°/oiger Phosphor- 
wolframsiéure ohne irgend welche vorhergehende Behandlung 
und ohne Schwefelséurezusatz gefallt. 

Silberniederschlag. Auf die tibliche Weise wurde das 
Vorhandensein von 0,54 g freier PurinkOrper dargetan. 

Erster Silberbarytniederschlag. Die Krystallisation 
gab 13,2 g Carnosin, die bei 230° sich zersetzten. Diese 
Fraktion wurde mit der ihr entsprechenden Fraktion aus 
Portion IJ] vermengt und zur Bestimmung des spezifischen 
DrehungsvermOgens mehrmals umkrystallisiert. Die Zersetzungs- 
temperatur stieg dabei auf 240—241 °. 

IV. 0,9490 g der Substanz wurden in Wasser zu 16,8684 g gelést; 


ARIE ~~ . “sites r iN: «ae Os a ‘ 
p = 5,626°/o (nach dem Filtrieren 5,629°/o); ¢ = 5,730; a;,, =-+ 2,82° 


bei | = 2 dm; woraus [a]sie = -++ 24,6° anstatt 25,32° erhalten wurde. 
Aus derselben Fraktion wurde ein Teil zur N-Bestimmung 
genommen. 
V. 0,0946 g Substanz gaben 20,5 ccm N bei 18° und 758 mm Bar. 
Gefunden: Berechnet fiir: 
y 
\ C,H,,N,0, 
N = 24,75%p. 24.80 %o, 


Zweiter Silberbarytniederschlag. 4,25 ¢ Methyl- 
guanidinnitrat, welches bei 140—142° schmolz. Alle Frak- 
tionen des Methylguanidinnitrats wurden vermengt und behufs 
Reinigung zweimal unter Zusatz von Tierkohle umkrystallisiert. 
Schmelzpunkt 150°. 

Die Bestimmung des Prozentgehalts des Stickstoffs be- 


stiitigte, daB die Substanz wirklich Methylguanidinnitrat war. 
VI. 0,0850 g Substanz gaben 31,3 ccm Stickstoff bei 19° und 


750 mm Bar. 
Gefunden Berechnet 


VI fiir C,H,N, . HNO, 
N = 41,40/o 41,18 10 
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Im Wismutjodidniederschlag wurde 6,8 g einer Su- 
blimatverbindung des Carnitins gefunden, welche bei 203 bis 
204° schmolz. Alle Sublimatverbindungen wurden vereinigt 
und aus heifem Wasser umkrystallisiert. Schmp. 204—205 °.!) 

VII. 6.2578 g Substanz verloren beim Trocknen im Vakuum iiber 
Schwefelsiure nur 0,0023 g, folglich enthailt die Substanz kein Krystall- 
wasser. 

VIII. 0,2610 g derselben Substanz gaben 0,1719 g HgS, welches 
bei 95—100° getrocknet worden war. 

IX. Aus dem HgS-Filtrat, welches bei Gegenwart von CaCO, ab- 
gedampft wurde, wurden 0,2146 g AgCl erhalten. 


Gefunden Berechnet 

VIll IX fiir C,H,,NO, . 2 HgCl, 
Hg 56,78°/o — 56.90 9/o 
clo— 20,34 9/6 20,17 °/o 


Aus dem Filtrate nach der Bestimmung des Hg und des 
Cl wurde das Goldchlorid der Base erhalten, welches bei 
153—154° schmolz.') 

















; . u. | UL. | iv. Ri 
Purine... . . ~ .40,062°%o — [0,011 °/o 0,011 900,012 °/o 0,024 °/o 
Carnosin . . . . . . {0,318 %o) — 0,311 %o 0,133 °/o'0,298 9/o 0,265 °/o 
Methylguanidin . . . [0,002 °'o,0,046 °/oJ0,066 °’o 0,066 °/o 0,051 °/o 0,058 °/o 
Carnitin 2... ) «| — 0,037 Jol0,012 Jo 0,027 %/o 0,035 °Jo,0.029 °/o 
Phosphorwolframsiiure — (700.0 g |1400,0 g 900,0 g 700,0 g — 


Diese Tafel zeigt deutlich, welchen Schwankungen die 
Ausbeute der ausgeschiedenen Substanzen aus einer absolut 
gleichen Mischung eines und desselben Extrakts unter dem 
Einflug{S geringer Veriénderungen in der Verarbeitungsweise 
ausgesetzt ist. In Anbetracht der Listigkeit der Behandlung, 
die sehr viel Zeit erfordert und aus einer grofen Anzahl 
mannigfaltiger Manipulationen besteht, kann von einer quan- 
titativen Isolierung der Basen natiirlich nicht die Rede sein. 

Soviel nach den in obiger Tafel zusammengestellten 
resultaten vorliegender Untersuchung sich beurteilen 1abBt, 
gibt den besten Ertrag an Purinen und Carnosin die Fallung 





peo 


') R. Krimberg, Diese Zeitschrift, Bd. 55, S. 475 (1908). 
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mit Quecksilbersulfat; die Fallung mit Phosphorwolframsaure 
unter Schwefelséiurezusatz setzt die Carnosinmenge bedeutend 
herab, und der Zusatz von Bleisalzen verschlechtert den Ertrag 
an Carnitin, beférdert aber sehr wenig den des Methylguanidins. 

Die vorlaufige Behandlung des Extrakts mit Bleiacetat 
mu8 fiir tiberfliissig angesehen werden, da die Einfiihrung von 
essigsauren Salzen der Fallung der phosphorwolframsauren 
Basen hinderlich ist und einen noch gréSeren Verbrauch der 
kostbaren Phosphorwolframsaure (1400 g anstatt 700 g) be- 
dingt; dies gilt nicht nur vom Carnosin (um 58°/o weniger 
in III), sondern scheint auch vom Carnitin (II und III) zu 
gelten. In seiner ersten Arbeit mit Extrakten wandte W]. Gu- 
lewitsch die Fallung mit Bleiacetat nicht an. !) 

Vergleicht man Portion I mit Portion III (die gewohnliche 
in J. Hoppe-Seylers Handbuch d. phys. u. pathol. chem. Anal. 
angefiihrte Methode), so findet man fiir die I. eine Ersparnis 
von 22°/o Phosphorwolframsaure, wobei der Ertrag aller Basen 
(ausgenommen Methylguanidin) in der I. Portion héher war. 

Die Einfiihrung von Bleisalzen ohne Schwefelsaurezusatz 
(II) bedingt einen doppelten Verbrauch an Phosphorwolfram- 
siiure, welcher durch Schwefelséiurezusatz bedeutend vermindert 
wird (III). 

Die Behandlung des Extrakts mit Quecksilbersulfat be- 
wirkt wahrscheinlich einen um 5—6mal gréferen Ertrag an 
Purinkérper, als aus dem Phosphorwolframat erhalten wird; 
es ist jedenfalls festgestellt, da die Phosphorwolframsaéure 
die Purine nicht vollstindig fallt.2) Bleisalze und Schwefel- 
siure scheinen auf die von Phosphorwolframsiure gefillten 
Purinmengen keinen Einflu{ auszuiiben. 

Eine derartige vergleichende Untersuchung mittels ver- 
schiedener Methoden von Portionen eines und desselben Ex- 
trakts, d. h. von Fliissigkeiten absolut identischer Zusammen- 
setzung, ist so viel uns bekannt zum erstenmal ausgefiihrt worden. 


'! Wl. Gulewitsch und S. AmiradZibi, Diese Zeitschr., Bd. 30, 


S. 565 (1900). 
2) Burian und Hall, Diese Zeitschrift, Bd. 38, S. 374 (1903). 
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Uber das Vorkommen des Carnosins, Methylguanidins 
und Carnitins im Schaffleisch. 


Von 


J. Smorodinzew. 





(Der Redaktion zugegangen am 19. Juni 1914.) 


Die Resultate der vergleichenden Untersuchungsmethode 
des Ochsenfleisches') wurden durch eine analoge Untersuchung 
des Schaffleischextrakts gepriift. 

Aus 9 kg Fleisch eines frischgetéteten Schafes wurde auf 
die tibliche Weise ein Extrakt hergestellt (dreimal bei 80—90° 
zu je 20—25 Min.). Die Menge des Extrakts betrug 42 1.?) 

Die zwei ersten Extrakte (gegen 301) wurden auf dem 
Wasserbade bis auf 31 eingeengt. 

I. Die aus drei Proben von je 5 ccm erhaltene Ammoniakmenge 
entsprach 33,0 resp. 32,8 resp. 32,7 cem */1o-n-H,SO,, was 27,6 g Nin 31 
Extrakt entspricht. 

Das dritte Extrakt (gegen 121) wurde getrennt bis auf 
1 1 eingeengt. 

II. Die aus zwei Proben von je 5 ccm erhaltene Ammoniakmenge 
entsprach 7,9 resp. 7,7 ccm '/10-n-H,SO,, d. h. 2,19 g N in 11 dieses Teils 
des Extrakts. 

Somit waren im Extrakt aus 9 kg Schaffleisch 29,79 g 
oder 0,33°/o N; in die ersten zwei Extrakte waren 27,6 g N, 
d. h. 93°/o, in das dritte blo®B 2,19 g, oder nur 7°/o des Ge- 


samtstickstoffs iibergegangen. 





1) J. Smorodinzew, Diese Zeitschrift, Bd. 92, S. 214 (1914). 

2) Nach der dritten Extrahierung wurde der ungeliste Rest mit 
der Presse ausgedriickt. Er wog 3,3 kg, d. h. 63,3°o der Bestandteile 
des Fleisches waren (mit Einschluf$ des Wassers) in die Lésung itiber- 
gegangen. Aus einer 17 kg wiegenden Hinterhalfte — ohne Eingeweide — 
eines Schafes wurden 9 kg, also etwa 50°/o reines Muskelfleisch erhalten. 
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Nach der N-Bestimmung wurde das dritte Extrakt bis 
auf 500 ccm eingeengt und den zwei ersten beigemengt. Darauf 
wurden die 3! 21 des Extrakts in zwei gleiche Portionen zu 
je 1750 ccm geteilt und nach verschiedenen Methoden ge- 


trennt untersucht. 


Portion A. 


Diese Portion wurde unmittelbar mit einer 10°/oigen 
Loésung von Quecksilbersulfat in 5°/oiger Schwefelséiure so 
lange gefallt, bis nach 24stiindigem Stehen und einem neuen 
Zusatz dieses Reagens kein Niederschlag mehr entstand. 


Der Quecksilberniederschlag 


wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das HgS-Filtrat mit 
Baryt und Kohlensiiure neutralisiert und auf 500 ccm gebracht. 

II], Die aus zwei Proben') von je 5ccm erhaltene Ammoniak- 
menge entsprach 15,2 resp. 15,38 ccm ‘/10-n-H,SO,; folglich enthielt die 
Fliissigkeit 2,14 g N. 

Silberniederschlag. Nach der Stickstoffbestimmung 
wurde die L6sung mit Salpetersiiure neutralisiert, bis auf 60 
bis 70 ccm eingeengt und mit einer 20°/oigen Silbernitrat- 
losung gefiillt. Nach der iiblichen Behandlung wurden 2,6 g 
freier Purine erhalten, deren Vorhandensein durch die Fall- 
barkeit mit ammoniakalischer Silbernitratl6sung, durch die 
Xanthin- und Weidelsche Probe konstatiert wurde. 

I. Silberbarytniederschlag lieferte 5,16 g freies 
Carnosin, welches sich bei 235—239° zersetzte. Ein Teil 
dieser Substanz wurde nach der entsprechenden Reinigung 
analysiert : 

IV. 0,0744 g der bei 110° getrockneten Substanz gaben 16,95 ccm N 


ber 24° und 751 mm Bar. 


Gefunden: Berechnet fiir: 
lV CAAA, 
N = 25,01 °/o 24,80°/o. 


') Bei einigen Bestimmungen des N nach Kjeldahl hat mir Frau 
L. Smorodinzew geholfen, wofiir ich ihr hier meinen Dank ausspreche. 
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Das | Silberbarytfiltrat wurde neutralisiert, mit MgO 
bis zur Trockne abgedampft, vom Mg und Ba befreit und auf 
250 cem gebracht. 

V. Zwei Proben von je 5ccm gaben eine Ammoniakmenge, zu 
deren Neutralisierung 0,0 resp. 0,2 cem ‘/1:0-n-H,SO, noétig waren, was 
0,007 g N in der Gesamtlésung entspricht; demzufolge wurde von einer 
weiteren Untersuchung dieser Fraktion abgestanden. 


Quecksilberfiltrat. 


Nach der Entfernung des Quecksilbersulfids wurde das 
Filtrat mit Baryt und Kohlensaéure neutralisiert und auf 1 Liter 


gebracht. 

VI. Bei der Stickstoffbestimmung nach Kjeldah! wurden fiir 5 ecm 
Lésung 31,5 resp. 31,4 ccm '/1o-n-H,SO, verbraucht, was einem Gehalt 
an 8,83 g in der Gesamtlésung entspricht. 

Eine Probe des vom Quecksilber befreiten Quecksilber- 
filtrates gab mit Quecksilbersulfat schon keinen Niederschlag, 
sondern blof eine leichte Triibung. 

Nach der Stickstoffbestimmung wurde das Filtrat bis auf 
300 ccm eingeengt; dann wurden 100 ccm Schwefelsiure (1 : 1) 
und 425 g Phosphorwolframsiure (50°/o) zugegeben, bis 1 °/oige 
Phosphorwolframsiure keinen Niederschlag bewirkte. 

Das Phosphorwolframsdurefiltrat wurde von der 
Phosphorwolframsiiure befreit, mit Kohlensiiure neutralisiert 
und auf 500 cem gebracht. 

VII. Zwei Proben von 5 ccm gaben eine Ammoniakmenge, zu deren 
Neutralisierung 18,9 resp. 19,0 cem '/10-n-H,SO, nétig waren, was 2,66 g 
im gesamten Phosphorwolframfiltrat entspricht. 

Der Phosphorwolframniederschlag wurde mit Baryt 
zersetzt, das Filtrat mit Kohlensaéure neutralisiert und die Fliissig- 
keit auf 500 ccm gebracht. 

VII. Bei der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl wurden fiir 
5 ccm Lésung 30.45 resp. 30,55 cem '/1o-n-H,SO, verbraucht, was einem 
Gehalt an 4,27 g N im Phosphorwolframniederschlag aus dem Queck- 
silbersulfatfiltrat entspricht. 


Aus dem I. Silberbarytniederschlag wurde eine ge- 
ringe Menge von Kreatin und Kreatinin erhalten. 
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II. Silberniederschlag. (1,02 g Trockensubstanz) gibt 
eine schwache Xanthinprobe und fallt durch Behandlung mit 
ammoniakalischem Silbernitrat aus und besteht somit wahr- 
scheinlich aus den Purinkorpern. 

I]. Silberbarytniederschlag. In dieser Fraktion er- 
wiesen sich anfinglich 1,5 g und nach dem Umkrystallisieren 
0,7 g salpetersaures Methylguanidin, Aus dem Waschwasser 
wurden noch 1,26 g des Pikrats derselben Base mit dem Schmelz- 
punkt 194—195° dargestellt. Nach dem mehrmaligen Umkry- 
stallisieren wurde eine Fraktion erhalten, deren Pikrat bei 
201,5° schmolz.') 

IX. 0,0666 g der bei 105° getrockneten Substanz gaben 16,5 ccm N 
bei 19° und 747 mm Bar. 


Gefunden: Berechnet fiir: 
IX C,H,N, - C,H,N,O, 
N = 27,74°/o. 27,82 9/0. 


Wismutjodidniederschlag lieferte 9,24 g einer Subli- 
matverbindung des Carnitins, welche nach der Reinigung 
bei 204—205° schmolz.?) 


X. 3,4478 g der umkrystallisierten Substanz verloren beim Trocknen 
0,0021 g, d. h. daf§ die Substanz kein Krystallwasser enthalt. 

XI. 0,3126 g derselben Substanz gaben 0,2067 g Hgs, welches bei 
95—100° getrocknet wurde. 

XII. Aus dem mit CaCO, abgedampften Qnctniimnibtiinabinean 
0,2574 g AgCl erhalten. 


Gefunden: Berechnet fiir: 
XI XII C,H,;,NO, - 2 HgCl, 
Hg 57,00°/o — 56,90 °/o 
Clo — 20,37 °/o 20,17 9/0 


Aus dem Wismutjodidfiltrat gelang es, nach der Be- 
handlung mit Phosphorwolframsiiure ca. 6,0 g Kreatin aus- 
zuscheiden, welches durch entsprechende Reaktionen identifiziert 
wurde. Aus der Mutterlauge des Kreatins wurde ein Aurat 
mit dem Schmelzpunkt 180—185° erhalten. 


!) Wl. Gulewitsch, Diese Zeitschrift, Bd. 47, S. 471 (1906). 
*) R. Krimberg, Diese Zeitschrift, Bd. 55, S. 475 (1908). 
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Portion B. (S. 222.) 


1750 ccm dieser Portion des Extrakts wurden mit einer 
20°/oigen Lésung von Bleizucker gefallt. Das Filtrat von diesem 
Niederschlag wurde nach Abscheidung des Bleis bis auf 1 Liter 
eingeengt. 

XIII. Bei der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl wurden fiir 
5 ccm Lésung 42,3 resp. 42,25 ccm '/1o-n-H,SO, verbraucht, was einem 
Gehalt an 11,85 g in der Gesamtlisung entspricht. 

Der Bleiniederschlag wurde mehrmals sehr sorgfiltig mit 
Wasser ausgewaschen; alle Waschwisser werden zusammen- 
gegossen und bis auf 11 eingeengt. 

XIV. Zwei Proben von 5 ccm gaben eine Ammoniakmenge, zu deren 
Neutralisierung 7,9 resp. 7,85 ccm ‘/10-n-H,SO, nétig waren, was 2,21 g N 
in der Gesamtlésung entspricht. 

Somit waren in dem Bleifiltrat im ganzen 14,06 g N 
geblieben. 

Das Bleifiltrat wurde nach der Stickstoffbestimmung bis 
auf 300 ccm eingeengt und nach und nach mit 1000 ccm 
50°/oiger Phosphorwolframsiure (500g anstatt 425 g vgl. 5. 223) 
und 100 ccm Schwefelsiure (1:1) gefillt. Eine vorhergehende 
Behandlung des Extrakts mit Quecksilbersulfat erspart etwas 
Phosphorwolframsaure (ca. 15°/o). 

Das Phosphorwolframfiltrat wurde nach Abscheidung 
der Phosphorwolframsiure auf 500 cem gebracht. 

XV. Zwei Proben von je 5ccm gaben eine Ammoniakmenge, zu 
deren Neutralisierung 21,3 resp. 21,25 ccm ‘/10-n-H,SO, nétig waren, was 
2,98 g N in der Gesamtlisunp entspricht. 

Der Phosphorwolframniederschlag wurde nach der 
Zersetzung mit Baryt bis zu 11 eingeengt. 

XVI. Zwei Proben von 5 ccm gaben eine Ammoniakmenge, zu deren 
Neutralisierung 23,7 resp. 23,9 ccm '/1o-n-H,SO, nétig waren, was 6,67 g N 
in der Gesamtlésung entspricht. 

I. Silberniederschlag lieferte 1,25 g freier Purine. 

Aus dem I. Silberbarytniederschlag wurden 3,42 g 
Carnosin erhalten. Nach vielmaligem Umkrystallisieren aus 
verdiinntem Alkohol wurde die spezifische Drehung bestimmt. 











226 J. Smorodinzew. 


XVII. 0,2748 g der im Vakuumexsikkator getrockneten Substanz 
wurden bis zu 9,6493 g in Wasser gelést; p = 2,848°/0; c = 2,871° 0; 


7-0 : 
d -= 1,008°/o angenommen;') es = -++ 0,64° bei 1 = 1 dm, woraus 
r 70 990 90 ee 2()0 +s . ‘ . 
[a}s te = -+ 223° berechnet wurde, wahrend [a];,, fiir reines Carnosin 


25,2° betragt.*) Eine weitere Reinigung der Substanz konnte wegen der 
geringeren iibriggebliebenen Menge derselben nicht vorgenommen werden. 

Der Zersetzungspunkt der Substanz ist 236—239°. 

I]. Silberniederschlag lieferte 0,45 g Purine. 

I]. Silberbarytniederschlag. Aus 3,15 g eines daraus 
isolierten Rohprodukts wurden 0,3 g Methylguanidinnitrat 
mit dem Schmelzpunkt 150° auskrystallisiert; die Mutterlauge 
wurde mit Pikrinséure behandelt und gab 2,55 g eines Pikrats 
mit dem Schmelzpunkt 194—195°. Nach viermaligem Um- 
krystallisieren schieden sich Krystalle mit dem Schmelzpunkt 
201,5° aus. 

Wismutjodidniederschlag lieferte 8,12 g Carnitin- 
quecksilberchlorid, welches nach der Reinigung bei 204 
bis 205° schmolz. 

Aus dem Wismutjodidfiltrat wurden 7,8 g rohen 
Kreatins auskrystallisiert. 











Tabelle I. 
Stickstoffverteilung. 
ivah tt mas | — A | _— B 

0 [9 
Anfingliches Fleischextrakt . ... . | 0,331 | 0,331 
sleifiltrat | ee | 0,312 
(Quecksilbersulfatniederschlag | 0,048 | — 

, , 

Quecksilbersulfatfiltrat ...... | 0,196 | — 
Phosphorwolframniederschlag . | 0,095 | 0,148 
Phosphorwolframfiltrat | 0,059 | 0,066 


Aus obiger Tabelle ersieht man, dai die Quantitaten der 
Basen, die von Phosphorwolframsaure allein (0,148°/o) und 
von Quecksilbersulfat +- Phosphorwolframsaure (0,143°/o) ge- 
fallt wurden, gleich sind. 


') WI. Gulewitsch, Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 9, Beob. XX1I(1913). 
?) WI. Gulewitsch, Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 10 (1913). 














Uber Carnosin, Methylguanidin und Carnitin im Schaffleisch. 227 


Tabelle II. 














Portion A Portion B Durch- 

HgS0,- | PW- PW- schnitts- 
Niederschlag Niederschlag}] Niederschlag zahl 
fy | /y 0!) Gio 

Purime..+-.e. 0.058 | a 0,038 0,048 
Carnosin. . . « 0,115 | —- 0,076 0,096 
Methylguanidin . . — | 0,018 0,038 0,028 
Carnifim . «1s. es | 0,047 0,042 0,045 
i — | 0,133 0,173 0,153 


Wie man aus Tabelle II ersehen kann, bestiitigt vor- 
liegende Arbeit vollkommen die Schliisse meiner vorhergehenden 
Mitteilung tiber die Portionen I und III:') den besten Ertrag 
an Purinen, Carnosin und zum Teil an Carnitin liefert die 
Behandlung des Extrakts mit Quecksilbersulfat; dagegen ist die 
Menge des Methylguanidins wie beim Ochsenfleisch unter dem 
EinfluB dieses Reagens eine geringere; dafiir aber spart man 
an Phosphorwolframséure (15°/o, in den entsprechenden Por- 
tionen des Ochsenfleisches sogar 22°/o). 

Im Vergleich zum Ochsenfleischextrakt ist das Schaftfleisch- 
extrakt armer an N (0,33 anstatt 0,45°/o); in letzterem wurden 
doppelt so viele Purine, fast doppelt so viel Carnitin (0,045 
anstatt 0,028°/o), dafiir aber fast dreimal weniger Carnosin 
(0,096 anstatt 0,264°/o) und nur halb so viel Methylguanidin 
(0,028 anstatt 0,057°/o) gefunden. 

Purine und Carnitin enthalt das Schaffleisch ebenfalls 
mehr als das Pferdefleisch (0,008 und 0,019),?) Carnosin und 
Methylguanidin weniger (0,182 und 0,047). 





1) J. Smorodinzew, Diese Zeitschrift, Bd. 92, S. 214 (1914). 
*) J. Smorodinzew, Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 20 (1913). 














Uber die Gewinnung des Carnosins aus der beim Sterilisieren 
des Fleisches mit Wasserdampf im Honnecke-Fleischdampfer 
sich bildenden Brihe. 


Von 


J. Smorodinzew. 
(Der Redaktion zugegangen am 19. Juni 1914.) 


Nachdem es sich herausgestellt hatte+), dab im Vergleiche 
mit der Phosphorwolframsiiure-Behandlung die Fallung mit 
Quecksilbersulfat ein leichteres und weniger kostspieliges Ver- 
fahren zur Gewinnung des Carnosins aus Fleischextrakt ist, 
machte ich den Versuch, mich zu diesem Zwecke des Fleisch- 
saftes zu bedienen, welcher beim dreistiindigen Behandeln des 
bedingt tauglichen Fleisches bei 80° C. im Fleischdémpfer, 
System Hénnecke, auf dem Moskauer stidtischen Schlacht- 
hofe erhalten wird. 

Zur Untersuchung?) wurden 10,5 1 einer Fleischbriihe 
genommen, welche aus 71 kg Rindfleisch im genannten 
Apparate erhalten worden war. Die Fleischbriihe wurde noch 
hei8 vom Schlachthofe gebracht, war strohgelb, roch und 
schmeckte angenehm; das spezif. Gew. 1,030 war 1,030 

I. 50 ccm der Fleischbriihe gaben beim Trocknen mit Sand 3,3435 g 
Trockenriickstand. 

II]. Nach dem Gliihen dieses Riickstandes wurden 1,2310 g Asche 


erhalten. 

III. 20 ccm Fleischbriihe gaben beim Trocknen mit Sand 1,2918 g 
Trockenriickstand. 

IV. Beim Calcinieren des Riickstandes (III) bleiben 0,5100 g Asche 
zuruck. 
1) J. Smorodinzew, Ochsenfleisch, Diese Zeitschrift, Bd. 92, S. 214 
(1914). — Derselbe, Schaffleisch, Diese Zeitschrift, Bd. 92, S. 221 (1914). 

?) Ein Teil dieser Untersuchung wurde im Verein mit Herrn A. An- 
zygin gemacht. 
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V. Bei der Stickstoffbestimmung nach Kjeldah! wurden fiir 5 ccm 
Fleischbrithe 18,0 ccm ‘/10-n-H,SO, verbraucht. 

VI. Bei der Stickstoffbestimmung nach Kjeldah! wurden fiir 10 ccm 
Fleischbrithe 35,6 ccm ‘/1o-n-H,SO, verbraucht. 

Die Fleischbriihe gab unmittelbar keinen Niederschlag 
mit Quecksilbersulfatoxydlésung; sie wurde daher bis auf 2 | 
eingeengt, wobei ihr spez. Gewicht bis 1,150 stieg. Darauf 
wurde sie mit einer 10°/oigen Lésung von Quecksilbersulfat 
in 5°/oiger Schwefelsiure gefillt: zuerst fiel ein farbiger, 
hauptsaéchlich Purine enthaltender, Niederschlag aus, gegen 
das Ende ein ganz weifer, dessen Hauptmasse aus Carnosin 
bestand. 

Aus dem ersten Quecksilberniederschlag wurden auf 
die tibliche Weise 8,8 g starkgefirbtes Carnosin, aus dem 
zweiten —13,6 g fast reines Carnosin isoliert. Folglich wurden 
im ganzen 22,4 g Rohprodukt erhalten, was 0,213°/o der 
Gesamtmenge der Fleischbritihe und 0,032°/o resp. 0,064°/o !) 
des Gewichts des in Bearbeitung genommenen Fleisches aus- 
macht, d.h. viermal weniger als beim Extrahieren mit Wasser.?) 


VII. 1,0480 g der im Vakuumexsikkator getrockneten Substanz 


wurden bis zu 18,6352 g im Wasser gelést; p = 5,624°/0; ¢ = 5,725°/o; 
990 P ° 
d = 1,0179°) angenommen; a = + 2,91° bei 1 = 2 dm; woraus 
220 Pen ! RK L0 rar 1 
[@)-4¢ = + 25,4° berechnet wurde. 


VIII. 0,0745 g derselben Substanz gaben 16,7 ccm N bei 23° und 
750 mm Bar. 


Gefunden Berechnet 
Vill fiir C,H,,N,O, 
N = 24,69 °/o 24,80 °/o 


Der Zersetzungspunkt der Substanz 245—246°, Somit 
erwies sich die Substanz als ganz reines Carnosin. 





1) Auf reines Muskelgewebe bezogen, dessen Gewicht nach unserer 
Untersuchung des Schaffleisches (siehe J. Smorodinzew, Diese Zeit- 
schrift, Bd. 92, S. 221 [1914]) urteilend, etwa 50°/o des Kadavers aus- 
macht. 

2) J. Smorodinzew, Ochsenfleisch, Diese Zeitschrift, Bd. 92, S. 214 
(1914). 
8) Wl. Gulewitsch, Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 9, Beob. XXI 


(1913). 
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Also enthielt die untersuchte Fleischbriihe: 


I. Analyse Ill. Analyse Durchschnittlich 
Trockenriickstand . 6,69 %/o 6,46 8/0 6,58 °/o 

If. Analyse IV. Analyse 
a 2,46 9/0 2,55 °/o 2,51 °/o 
Organ. Substanz . 4.230 3,91» 4,07°/o 

V. Analyse VI. Analyse 
Stickstof. .... 0,50°/o 0,50 %/o 0,5 %o 
Carnosin. . . _ ~- 0,213 °/o 


Auf das Gewicht des mit Dampf behandelten Fleisches berechnet 
macht der Stickstoffgehalt 0,074°/o aus, 
Carnosingehalt . .... .- . 0,064°/o.') 


Schlubfolgerung.’ 


Die aus dem Honnecke-F leischdimpfer erhaltene Fleisch- 
briihe enthilt mehr als sechsmal weniger N, als das nach 
dem iblichen Laboratoriumsverfahren — wiederholtes (drei- 
maliges) Ausziehen mit heifem Wasser — erhaltene Fleisch- 
extrakt. Nach letzterem Verfahren werden die Extraktivstoffe 
viel vollstandiger dem Fleisch entzogen, waihrend im Hénnecke- 
Fleischdimpfer bei Dampfbehandlung 2/, 2) der stickstoffhaltigen 
Extraktivstoffe im Fleische zuriickbleiben, welches daher 
weniger an Schmackhaftigkeit und Verdaulichkeit verliert. 


') Siehe Fufnote ') auf S. 229. 
2) 0,148°/o gegen 0,45°/o im Fleische, siehe Fufnote ‘) und *) auf 


S. 229. 
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Uber die Rolle des Eisens in der Atmung des Seeigeleis 
nebst Bemerkungen iiber einige durch Eisen beschleunigten 
Oxydationen. ') 


Vi yn 
Otto Warburg. 


(Mitglied des Kaiser-Wilhelm-Instituts fiir Biologie.) 


Mit sieben Abbildungen im ‘Text. 


(Aus der zoologischen Station in Neapel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Juni 1914 


Vor kurzem wurde gezeigt,?) dafi die Zellstruktur des 
unbefruchteten Seeigeleis weitgehend zerstért werden kann, ohne 
dah Sauerstoffverbrauch und Kohlensiiureproduktion verlangsamt 
werden. Das unbefruchtete Seeigelei ist also — im Gegensatz 
zu vielen anderen Zellen — eine Maschine, in der die Ge- 
schwindigkeit der arbeitliefernden chemischen Reaktion von 
der Struktur der Maschine weitgehend unabhiingig ist. 

Erst durch diesen Befund war die Méglichkeit gegeben, 
mit der Kiatmung, wie mit einer chemischen Reaktion, im Rea- 
genzglas zu experimentieren. Die Versuche — im ganzen mehrere 
1000 Messungen — ftihrten mit tiberwiegender Wahrschein- 
lichkeit zu der Annahme, dab eine einfache und bekannte 
chemische Reaktion der erste Schritt im Mechanis- 
mus der Sauerstoffatmung ist. 

Als Materia! dienten ausschlieBlich die Eier von Strongylo- 
centratus lividus. 





‘) Die Kosten dieser Untersuchung wurden zum Teil durch 
Forschungsbeihilfen der Heidelberger Akademie der Wissenschaften und 
der Jagor-Stiftung gedeckt. 

*) Pfliigers Archiv, Bd. 158, S. 189 (1914). 
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Gasanalytische Methodik. 


Die Sauerstoffaufnahme wurde nach der mehrfach be- 
schriebenen manometrischen Methode unter Benutzung der 
Barcroft-Haldaneschen Blutgasmanometer gemessen. 


5% foH 


a/mende Hissigkelt 





Die Volumina, in denen die Druckverminderungen ent- 
standen, betrugen ca. 11 ecem, sodafhB 1 mm Ausschlag am 
Wassermanometer einem Sauerstoffverbrauch von 1 cmm ent- 
sprach. 

Was die Kohlensiiurebestimmungen anbetrifft, so wurden 
einige nach der friiher!) angegebenen Modifikation des Petten- 
koferschen Barytverfahrens ausgefiihrt. Diese Methode ist 
von allen wohl die sicherste; sie ist jedoch nicht nur umstiand- 
lich, sondern erfordert auch Eimengen, wie sie nur selten be- 
schafft werden kénnen. Ich habe deshalb, in Anlehnung an 
die Haldane-Barcroftsche Methode der CO,-Bestimmung im 
Blut, ein Verfahren eingeschlagen, das CO,-Bestimmungen mit 
sehr kleinen Substanzmengen ermdglicht. 

In 3 GefiiBe (Nr. 1, 2 u. 3) von der in Figur 1 abge- 
bildeten Form und von je 15 cem Rauminhalt wurden je 
1,5 ecem des atmenden Materials gegeben und zwar in den 
Raum ec der Figur. Der Anhang a des Glischens Nr. 1 blieb 
leer, wiihrend in den Einsatz b 5°/oige Kalilauge, zur Ab- 
sorption der Kohlensiure, eingefiillt wurde. Die Anhange a der 
Glischen Nr. 2 und 3 wurden mit je 0,5 ccm 20°/oiger wasse- 
riger Phosphorsiéure beschickt, wéhrend ihre Einsatze b leer 


') Diese Zeitschrift, Bd. 88, S. 425 (1913). 





ey 
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blieben. Darauf wurde jedes Glischen mit einem Manometer 
verbunden, in den Thermostaten eingehingt und 10‘ lang bei 
offenem Hahn zwecks Temperaturausgleich durch AnstoB an 
einen bei s befestigten Gummischlauch geschiittelt. Dann, nach 
Schlu8 der Hihne, wurde sofort in Glischen Nr. 3 die Phos- 
phorsdéure aus dem Anhang a in c umgekippt, wobei ein beim 
Schiitteln bald konstant werdender positiver Druck entstand. 
Aus der Grodfe dieses Drucks ergibt sich die «préaformierte 
Kohlenséure». Glischen Nr. 1 und 2 werden durch Anstof 
an den Gummischlauch weiter geschiittelt, wobei in Nr. 1 ein 
dem Sauerstoffverbrauch entsprechender negativer Druck auf- 
tritt, wihrend in Nr. 2, nach Mafgabe der in den Gasraum 
iibergehenden Kohlensaéuremengen, ein geringerer negativer 
Druck (oder kein negativer Druck) auftritt. Durch Vergleich 
der Druckaénderungen in Nr. 1 und Nr. 2 erhalt man direkt 
die CO,-Ausscheidung in den Gasraum; sei der negative Druck 
in Nr. 1 30 mm, der negative Druck in Nr. 2 nach der gleichen 
Zeit 2mm, so ist in den Gasraum entsprechend dem Druck 
30—2 = 28 mm CO, abgegeben worden. Hierzu kommt 
eine kleine Korrektion, wenn man bedenkt, dafi in dem Gefaf 
sich ca. 2 ccm Fliissigkeit befinden, die merkliche Mengen 
CO, lésen; fiir eine Salzlésung, wie Seewasser, und 23° 
wird diese Korrektion so berechnet, dafi man fir den Tei- 
lungskoeffizienten der CO, zwischen Salzlisung und Gasraum 
die Zahl 0,7 annimmt.!) (Haben wir beispielsweise 2 ccm 
Salzlésung und 14 ccm Gasraum, so ist in der Salzlésung nach 
eingetretenem Gleichgewicht !/7 mal 0,7 = 0,1 mal soviel CQ,, 
als im Gasraum.) 

Kann man nun auch die CO,-Abgabe durch Vergleich 
der in Nr. 1 und Nr. 2 auftretenden Druckinderungen sehr 
einfach messen, so ist die CO,-Produktion auf diese Weise 
nicht zu ermitteln, vor allem, weil man nicht weil, wieviel von 
der an den Gasraum abgegebenen CO, praformierte CO, ist. Um 


') Uber die Lislichkeit der CO, in Salzlésungen siehe Fox, Publica- 
tions de Circonstance Nr. 44. Kopenhagen 1909. Der Absorptionskoeffizient 
der Kohlenséure in einer 3,5°/oigen NaCl-Lésung ist um ca. 12°/o kleiner, 
als in Wasser, unter sonst gleichen Bedingungen. 

16* 
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diese Unsicherheit auszuschalten, kippt man nach Beendigung 
des Versuchs und nachdem man die Druckiinderung in Nr. 1 
abgelesen hat, die Phosphorsiiure aus dem Anhang a des 
Glischens Nr. 2 in c um. Es stellt sich bald ein konstanter 
Druck ein, der abgelesen wird. Nehmen wir an, wir hiitten 
in Nr. 1 abgelesen — 20 mm 
in Nr. 2 » — 2mm 
in Nr. 3 >» + 3mm 
und die Gasriiume wiren gleich, so wiire CO, neugebildet 
entsprechend dem Druck 
(20 — 2) minus a 
(= nach Atmung und Anséiuern (= ohne Atmung nach Ansiuern 
an den Gasraum abgegebene CO,.) an den Gasraum abgegebene CO.,,.) 
Dazu kommt dann eine kleine Korrektion wegen der in der 
Salzlésung gelosten CO,. 

Die Methode liiuft also hinaus auf 3 Druckablesungen. 
Voraussetzung ist, dafii kein anderes, durch KOH absorbier- 
bares Gas entsteht. Man konnte hier an H,S als Fehlerquelle 
denken, ein Gas, das nach der Strukturzerstérung in der Ei- 
substanz vorhanden ist.1) Die Mengen an H,S jedoch sind so 
gering, dal sie keinen Fehler verursachen. Man kann das 
erstens so nachweisen, da$ man in den Einsatz b eines Gliischens 
saure CuSO,-Losung bringt, die den H,S absorbiert; zweitens 
so, daB man die Methode durch die Barytmethode mit vorge- 
schalteter CuSO,-L6ésung kontrolliert; man findet dann, dai Druck- 
methode und Barytmethode iibereinstimmende Resultate geben. 

Die Druckmethode ist in dem unten mitgeteilten Beispiel 
zur Entscheidung der Frage benutzt, ob sich mehr CQ, bildet 
bei Gegenwart von Fe. 4 Gliaischen von der in Figur 1 wieder- 
gegebenen Form wurden folgendermafen beschickt: 


Nr. 1 mit 1,5 cem Material ine; KOH in b 
Nr. 2 1,5 » » ; H,PO, » a 
Nr. 3 » 1.5 » » +Fe » c; KOH » b 
Nr. 4 >» 1,5 » > + Fe » c; H,PO, » a 


Nach einer passenden Zeit wurden die Druckverminde- 
rungen in Nr. 1 und Nr. 3 abgelesen, dann sofort die in Nr. 2 


) Siehe Pfliigers Archiv, loc. cit. 





Uber die Rolle des Eisens in der Atmung des Seeigeleis. 239 


und Nr. 4, die Anhénge a umgekippt, und nach eingetretener 
Druckkonstanz die Drucke in Nr. 2 und Nr. 4 notiert. Man 
erhilt so die unter Fe-Einflu}’ mehrproduzierte CQ,. 

Sehlieblich sei, wie schon friiher, auch hier nochmals 
darauf hingewiesen, dab fir alle CO,-Bestimmungen das 
Material durch Waschen mit einer bicarbonatfreien 
Fliissigkeit von Seewasser befreit sein mub. 


I. Der Eisengehalt der Eier 


ist so gering, dai bei den zur Verfiigung stehenden Material- 
mengen fiir die Bestimmung nur kolorimetrische Methoden in 
setracht kommen. Von diesen erwies sich als sehr brauchbar 
und bequem die Methode nach Lachs und Friedenthal.') 
Im einzelnen verfuhr ich folgendermafen: 

Die Eier von reifen Strongylocentraten wurden mit See- 
wasser gewaschen und dann mit CO,-haltigem Seewasser von 
ihren Gallerthiillen befreit,?) sodaB beim Zentrifugieren ein 
ganz dichtes Eisediment erhalten wurde. 10 cem Sediment 
wurden in eine flache Porzellanschaale gebracht, zur Trockne 
verdampft und durch Erhitzen verascht. Die Kohle wurde heif 
mit Salzsiiure extrahiert, getrocknet, wieder gegliiht und ein 
zweites Mal mit Salzsiiure extrahiert. Dann wurden die ver- 
einigten salzsauren Ausziige, nach Zugabe eines K6rnchens 
KCIO, zur Uberfiihrung des Eisens in die Oxydform, zur Trockne 
gedampft. Der durch FeCl, schwach gelblich gefirbte Riick- 
stand wurde in wenigen Kubikzentimetern Wasser und einem 
Tropfen verdiinnter Salzsiiure aufgenommen und mit Wasser auf 
ein Volumen von 3 cem gebracht; davon wurden 1 ccm in 
ein Reagenzglas gegeben und 1 ccm 6 n-HCl, 1 ccm 10°/o KCNS 
und 1 ccm Ather zugefiigt. 

Beim Schiitteln fiirbte sich der Ather rot. Seine Firbung 
wurde mit einer Serie von Fiirbungen verglichen, die durch 
Vermischen um je 1 ccm abgestuft verdiinnter Freseniusscher 





') Biochem. Zeitschrift, Bd. 32, S. 130 (1911); ein Vorteil dieser 
Methode ist unter anderem, dafi kleine Mengen H,PO, die Firbung im 
Ather nicht beeinflussen. 

7) Siehe Pfliigers Archiv, Bd. 158 (1914). 
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Eisenchloridl6sung!) mit 1 ccm 6 n-HCl, 1 cem 10°/o KCNS 
und 1 cem Ather entstanden waren. Die unbekannte Eisen- 
konzentration lief sich so mit einem Fehler von etwa 30°/o ablesen. 

Um definierte Beziehungen zu erhalten, wurde stets in 
einem aliquoten Teil des Eisediments, dessen Fe-Gehalt ge- 
messen werden sollte, der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 
1 ccm enthielt im Mittel ca. 20 mg, also 10 cem, die zur Be- 
stimmung verwandte Menge, ca. 200 mg N. 

In einer gr6feren Reihe von Versuchen ergab sich, daf 
in der Substanz der reifen Eier auf 100 mg N 0,02 bis 
0,03 mg Eisen kommen (also auf 1 g Trockensubstanz einige 
Hundertstelmilligramme Eisen). 

Dreierlei Kontrollen wurden angestellt. Die erste betraf 
den Eisengehalt der Reagentien. Die verwendete Salz- 
siiure stammte von Kahlbaum und wurde als <eisenfrei» 
in einer Porzellanflasche geliefert (d = 1,19). Eine Probe der 
Siiure wurde durch Verdiinnung 6 fach normal gemacht, dann 
1 cem 10°/o KCNS, 1 ccm destilliertes Wasser und 1 ccm 
Ather zugefiigt. Es trat keine Spur von Rosafarbung auf. Ferner 
wurden 30 cem der konzentrierten Salzsaiure, 60 ccm destil- 
liertes Wasser und ein Krystall KClO, im Wasserbad zur 
Trockne verdampft und auf 3 ccm gebracht; davon wurde 
1 cem, wie im Versuch, mit HCl, KCNS und Ather vermischt, 
wobei eine leichte Rosafarbung auftrat, an Intensitaét nicht in 
Betracht kommend gegentiber der in der Versuchsfliissigkeit 
auftretenden Rotfirbung. Die Substanzmengen, die zu dieser 
Kontrolle verwendet waren, betrugen etwa das Doppelte von 
denjenigen Mengen an Wasser, HCl und KCIO,, die fir die 
Fe-Bestimmungen verwendet worden waren. — Die zweite Kon- 
trolle betraf den Eisengehalt des Seewassers. Wie er- 
wiihnt, wurden 10 ccm Sediment zur Eisenbestimmung verwendet. 
Diese enthielten schatzungsweise als Zwischenfltissigkeit 1 ccm 
Seewasser; wurden nun 10 ccm Seewasser wie die Eisubstanz 
behandelt, so konnte nur eine Spur Rosafirbung wahrgenommen 
werden, nicht in Betracht kommend gegen die Rotfarbung bei der 


‘) Die Stammlésung enthilt 10 mg Fe in 1 ccm. Sie kann von 
Kahlbaum bezogen werden. 
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Bestimmung. — Die dritte Kontrolle sollte entscheiden, ob die 
Eier das Eisen schon in den Ovarien enthalten, oder ob sie 
es erst auBerhalb der Ovarien aus dem Seewasser — sie 
wurden ja mit groben Mengen Seewasser gewaschen — auf- 
nehmen. Es wurden deshalb reife Ovarien mdglichst sauber 
prapariert, mit destilliertem Wasser abgespiilt und wie die Kier 
verascht. Es ergab sich ein Kisengehalt von 0,015 mg : 100 mg N, 
d. i. dieselbe Grofenordnung, aber vielleicht etwas weniger als 
in den Eiern. Entweder also nehmen die Eier noch ein wenig 
Eisen beim Waschen mit Seewasser auf, oder aber — das ist 
die wahrscheinlichere Erkliarung — die Eier enthalten mehr 
Eisen, als das Ovarialgewebe. 

Was die Form anbetrifft, in der das Eisen in der 
Eisubstanz vorkommt, so ist folgender Versuch wichtig: 
fiillt man die Fier mit Aceton und wischt sie mit Ather (wobei 
sich die Oxydationsgeschwindigkeit einer gegebenen Menge fiir 
die erste Zeit nur wenig indert, wiéhrend die Kohlensaure- 
produktion aufhdrt), so erhalt man ein weifliches Pulver;') 
iibergieft man dieses Pulver mit Rhodankali und dann mit einem 
Tropfen Salzsdure, so tritt eine rétliche Farbung, offenbar die 
des Rhodaneisens, auf. Das Kisen oder ein Teil des Eisens 
liegt also, nach Zugabe von HCl, als Ion vor. 


II. Wirkung von zugesetztem Eisensalz auf die Oxydations- 
geschwindigkeit. 

Die folgenden Versuche wurden mit der Granulasuspen- 
sion angestellt, deren Gewinnung aus intakten unbefruchteten 
Eiern friiher ausfiihrlich beschrieben wurde.?) Sie ist eine in 
diinnen Schichten durchscheinende rotliche Fliissigkeit, ziemlich 
ziih, aber doch so fliissig, daB sie sich gut mit der Pipette 
abmessen 1aBt. 





') Das Pulver aus unbefruchteten Eiern ist heller, als das aus 
befruchteten Eiern. Die letzteren geben ihren Farbstoff an Aceton und 
Ather viel langsamer ab. Es erinnert das an eine Beobachtung von 
J. Loeb, nach der mit Neutralrot gefarbte Seeigeleier diesen Farbstoff 
nach der Befruchtung viel langsamer abgeben, als vor der Befruchtung 
Bioch. Zeitschr., Bd. 2, S. 34, 1906). 

*) Pfliigers Archiv, Bd. 158, S. 189 (1914). 
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Die Atmung dieser Fliissigkeit ist nun keines- 
wegs in ihrer Gréfe so leicht und auf so mannigfache 
Art beeinfluBbar, wie die Atmung der intakten Eier. 
Ich kenne nur wenige Stoffarten, die bei Zusatz zu der Granula- 
suspension oxydationsbeschleunigend wirken; zu ihnen gehort 
Eisensalz, das in sehr kleinen Mengen wirkt, sowohl 
in der Oxydul-, als auch in der Oxydform. Durch andere 
Metallsalze wurde bisher eine Beschleunigung nicht erzielt. 

a) Das Eisenoxydulsalz, mit dem die meisten Versuche 
angestellt wurden, wurde in Form einer wiasserigen Losung 
des Mohrschen Salzes ((NH,),SO,, FeSO,, 6 H,O) zugesetzt: 
um stiirkere Verdiinnungen der Granulasuspensionen zu ver- 
meiden, waren die Konzentrationen der EisenlOsungen stets 
so bemessen, daf auf 1 cem Granulasuspension 0,1 ccm Eisen- 
salz gegeben wurde. 

In Hunderten von Versuchen ergab sich, dab Zusatz von 
0,01—0,02 mg Fe” zu 1,5 cem Granulasuspension (= 22 mg N), 
bei 23°, die Oxydationsgeschwindigkeit um 50—110°/o steigert. 
Als typisches Beispiel fiir den Verlauf einer Fe-Beschleunigung 
soll die graphische Darstellung in Figur 2 dienen. 

pein 6 ame | | T a In diesem Bei- 

ae | spiel haben wir 
nach 60‘ und bei 
23° durch 0,008 
mg Fe’ eine Be- 
schleunigung von 
72°/o und durch 
0,017 mg Fe” eine 
Beschleunigung 
von 109 °/c. 

Die Wirkung 
des Kisens wiichst 
nicht proportional 

der zugesetzten 
Menge, sondern 
langsamer. Zu- 








| 
a i 
I \tseem 
L, } { 


J] 1. eem #'0.008 mgr Fe 









= eee 7 


J? 1s cem+ O.o17 mgr fe | 





Sauerstolfverbrauch in Kubskmillimetarn 








5 0 15 20 25 30 3 40 4S 50 55 60 
—— Minuten 


Fig. 2 satz von erheblich 












































NP pe Hine. nL 888: 

















Uber die Rolle des Eisens in der Atmung des Seeigeleis. 239 
mehr als 0,02 mg Fe” zu 20 mg Ei-N hat keinen erheblich 
grOberen Einflufi auf die Oxydationsgeschwindigkeit, Zusatz 
von erheblich weniger Fe” als 0,005 mg hat keinen Einfluf auf 
die Oxydationsgeschwindigkeit. 

Es ist im hdchsten Grade bemerkenswert, dali die Oxy- 
dationsgeschwindigkeit auf Zusatz von grade solchen 
Eisenmengen reagiert, wie sie, der Grobenordnung 
nach, in der Eisubstanz natiirlich vorkommen. Auf 
100 mg Ei-Stickstoff kommen, wie wir in I erfuhren, 
0,02 bis 0,03 mg Fe. Setzt man zu 100 mg Ei-Stickstoff 
Hundertstel-Milligramme Fe’, so steigt die Oxyda- 
tionsgeschwindigkeit sehr erheblich. 

b) Die Atmung der Granulasuspension nimmt im Laufe 
von Stunden ab und wird allmiihlich sehr klein.!) Sie nimmt 
schneller ab, wenn man zur Herstellung der Suspension eine 
etwas verdiinntere Eisuspension benutzt. 

Es ist nun fiir den Erfolg des EKisenzusatzes keineswegs 
gleichgiiltig, ob das Eisen bald oder erst liingere Zeit nach 
der StrukturzerstOrung zugesetzt wird. Die Eisenwirkungen, 
von denen in a) die Rede war, treten nur dann auf, wenn 
das Eisen zur Zeit der ungeschwichten Atmung zugesetzt 
wird. Wie aus Figur 2 hervorgeht, betriigt das plus an O,- 
Aufnahme in 60‘ dann etwa 60 cmm Sauerstoff, bei einem Eisen- 
zusatz von 0,017 mg auf 22 mg Eistickstoff. Setzt man dagegen 
das Fe-Salz nach 4 bis 5 Stunden zu, wenn der Sauer- 
stoffverbrauch schon sehr klein geworden ist, so ist 
der Erfolg ein viel geringerer, das plus an Sauerstoffauf- 
nahme betrigt dann unter sonst gleichen Bedingungen nur 
etwa 16 cmm Sauerstoff. Diese Tatsache legt den Gedanken 
nahe, dafi das zugesetzte Eisensalz den Sauerstoff auf 
eine im AtmungsprozeB verschwindende Substanz 
ibertrigt. 

III. Bildet sich bei Eisenzusatz mehr Kohlensiure ? 


Wie friiher mitgeteilt,!) laBt die Kohlensiiureproduktion 
in der Granulasuspension schneller nach als die Sauerstoff- 





') Pfliigers Archiv, loc. cit. 
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aufnahme; die Atmung geht also allmihlich und spontan in 
eine Sauerstoffzehrung tiber. 

Dieses Phanomen scheint nun auch das plus an 
Sauerstoffaufnahme, das sich bei Eisenzusatz einstellt, 
zu zeigen, nur in noch viel héherem MaBe. Denn kurze 
Zeit nach dem Eisenzusatz wird in der Regel mehr Kohlen- 
siiure produziert als ohne Eisenzusatz, wobei die Mehrproduktion 
an Kohlenséure im Verhiltnis zur Mehraufnahme des Sauer- 
stoffs ohne erkennbaren Grund recht wechselnd ist. Zweimal 
habe ich fiir das bei Eisenzusatz einsetzende «plus» einen 

7 CO, : | 
(uotienten 0. von nahezu 1 gemessen, Ofters einen Quotienten 
von 0,5; in 2 Versuchen war die Kohlensaureproduktion nicht 
vermehrt. 

Die Messungen nach der manometrischen Methode kénnen 
erst 10‘ nach Zusammengeben und Einfiillen des atmenden 
Materials beginnen, weil erst dann Temperaturausgleich ein- 
getreten ist. Diese ersten 10‘ gehen also fiir die Messung stets 
verloren. 

Schliebt man nach 10‘ die Hiihne und beobachtet die 
Druckiinderungen, so sieht man, daf stets 10—15‘ nach Beginn 
der Messung, also 20—25‘ nach Zusatz des Eisens, die Mehr- 
produktion an CQO, sehr schnell nachlaBt. Der Versuch darf 
also nicht langer dauern als 10—15‘, von dem Augenblick 
des Hahnschlusses an gerechnet. 

Als Beispiel fiihre ich einen Versuch in extenso an, in 
dem der Quotient fiir den bei Eisenzusatz einsetzenden Mehr- 
verbrauch an Sauerstoff etwa 0,5 war (Methodik siehe Anfang 
dieser Abhandlung): 

Temperatur 20°. In 4 Glischen von der Form der Figur 1 
je 1,5 ccm Granulasuspension. Dauer 13 Minuten. 

1. Ohne Fe-Zusatz; im Einsatz KOH. Verschwunden 28 cmm 
Gas; also Sauerstoffverbrauch: 28 cmm. 

2. Mit 0,043 mg Fe”; im Einsatz KOH. Verschwunden 
41 emm Gas; also Sauerstoffverbrauch: 41 cmm. 

1a) Ohne Fe-Zusatz; im Einsatz keine KOH; im Anhang a 
0,5 com 20°/o H,PO,. Nach 13‘ umgekippt. 10 cmm Gas waren 


hinzugekommen. 





F cmon 


citer 
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1b) Mit 0,043 mg Fe”; im Einsatz keine KOH; im An- 
hang a 0,5 ccm 20°/o H,PO,. Nach 13‘ umgekippt. 4 emm Gas 
waren entwickelt. 

Also, abgesehen von der Korrektion, die hier praktisch 
nichts ausmacht: 

Mehrverbrauch an Sauerstoff bei Zugabe von 0,043 mg 
Fe’: 41—28 = 13 cmm. 

Mehrproduktion von Kohlensaure bei Zugabe von 0,043 mg 
Fe’: (41 + 4) — (28+ 10) = 7 cmm. 


Quotient fiir das plus: os ca, 0,5. 


/ 
13 


IV. Das Verhalten der durch Eisenzusatz beschleunigten Oxydation 
gegentiber Athylurethan. 

Wenn dem Mehrverbrauch an Sauerstoff, der nach Eisen- 
zusatz beobachtet wird, dieselben chemischen Prozesse zu- 
grunde liegen wie der Atmung, so ist zu erwarten, da sich 
der Mehrverbrauch auch in iihnlicher Weise beeinflussen |aBt 
wie die Atmung. Von diesem Gesichtspunkt aus war es inter- 
essant, die Wirkung eines Narkoticums auf den Mehrverbrauch 
zu untersuchen. Es hat sich dabei gezeigt, daB Athylurethan 
den Mehrverbrauch um fast den gleichen Betrag hemmt wie 
die Atmung. 

Unter «Prozenten» Urethan verstehen wir diejenige Menge 
in Grammen, die 100 g Granulasuspension zugesetzt wurde. 
Die Atmung der Granulasuspension, ohne Fe-Zusatz, wurde ge- 
hemmt: 

durch 4,6°/o Athylurethan um 36°/o, 

durch 8,3°/o > » 78%o. 
Wurden zu 1,5 ccm Granulasuspension je 0,04 mg Fe” gegeben, 
so wurde der Sauerstoffverbrauch gehemmt : 

durch 4,6°/o Athylurethan um 32°/o, 

durch 8,3°/o » » 78%/o. 
Das hei&®t also, die Wirkungen des Urethans auf 
Atmung und auf gesteigerte Atmung sind so gut wie 
identisch. 

Ein weiterer Versuch ist in Figur 3 graphisch dargestellt: 
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Fig. 3. 


Die Hemmungen durch 8,3°/o Urethan betragen: 

in der Granulasuspension: 75 °/o, 

in der mit Fe versetzten Granulasuspension: 80°/o, 
stimmen also wiederum fast Uberein. 

Anhangsweise sei darauf aufmerksam gemacht, dab, wie 
aus Figur 3 hervorgeht, die Hemmungen sich innerhalb 40‘ 
mit der Zeit nicht iindern. 


V. Uber einige durch Eisen beschleunigte Oxydationen. 


In diesem Abschnitt sollen einige Fe-Oxydationskatalysen 
besprochen werden, die zunichst als Modelle fiir die Wirkung 
des Eisens auf die Eisubstanz von Interesse sind; vielleicht 
wird sich spiiter herausstellen, daf eins dieser Modelle — das 
System Linolensiiure-Eisensalz — im natiirlichen Atmungs- 
mechanismus eine Rolle spielt. 

Geht man lediglich darauf aus, Systeme zusammenzu- 
stellen, in denen Fe in irgend einer Weise als Oxydations- 
katalysator wirkt, so ist die Auswahl eine sehr grofe. Die 
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Auswahl wird jedoch sehr viel kleiner, wenn man den oben 
beschriebenen Experimentalfall soweit nachahmen will, dab 
folgende Bedingungen erfiillt sind: 

1. dafi die Oxydation solcher Verbindungen beschleunigt 
wird, die den Zell-brennstoffen chemisch nahe stehen, 

2. dai der Sauerstoff, der von dem Eisen tibertragen 
wird, an dieses in Form von Q,, nicht als H,O,, KMnO, usw. 
herantritt, 

3. da’ die Oxydation auch im Dunkeln erfolgt. (Die 
atmenden Zellen der hdheren Tiere liegen gréftenteils vor 
Licht geschtitzt und Oxydationswirkungen, die durch Sauer- 
stoffgas -- Eisensalz erst bei Belichtung eintreten, kénnen 
dem Atmungsmechanismus nicht wohl zugrunde liegen.) 

4. dab die Geschwindigkeit der Oxydation unterhalb 40°, 
der Gré®enordnung nach, der in der Eisubstanz iihnlich ist. 

Zunachst seien einige organische Stoffe angefiihrt, die 
auch bei Gegenwart von Eisensalz sich nicht mit merklicher 
Geschwindigkeit oxydieren: 

Olsiiure, Kroton-, Ricinol-, Fumar-, Malein-, Eruca-, 
Aconit-, Citracon-, Elaidin-, Undecylen-, ‘Tiglin-, Stearol-, 
Tartron-, Glucon-, Benztrauben-, Nuclein-, Glycerinphosphor- 
Siiure: Guanin; Adenin; Histon; Eiweif. | 

Dagegen beschleunigt Eisensalz, bei Zimmertemperatur, 
beispielsweise die Oxydation folgender Koérper sehr erheblich; 
Weinsiiure, Dihydroxymaleinsiure, Lecithin, Linolensiiure,Cystein 
u. a. Thioverbindungen, Aldehyde. Von diesen Substanzen ist 
Weinsiiure die einzige, die ohne Eisen bei Zimmertem- 
peratur von Sauerstoffgas praktisch nicht angegriffen 
wird; die tbrigen Substanzen oxydieren sich an der Luft 
«spontan» schon mit merklicher Geschwindigkeit, wenn auch 
viel langsamer, als bei Gegenwart von Eisensalz. Einige dieser 
Eisen-Oxydationskatalysen sollen im folgenden kurz besprochen 
werden. 

1. Lecithin. 

a) Wie mir die Lecithinchemiker versichern, ist ihnen 
seit langer Zeit bekannt, dafi Lecithin, wenn es unversehrt 
erhalten werden soll, vor Beriihrung mit Eisen zu_ schiitzen 
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ist. Doch ist es Thunbergs Verdienst,!) die Oxydations- 
beschleunigung des Lecithins durch Fe-Salz zuerst untersucht 
und ihre Grofe gemessen zu haben. 

Die Angaben von Thunberg konnte ich bestatigen; sowohl 
zweiwertiges, als auch dreiwertiges Eisenion beschleunigt die 
Oxydation wisseriger Lecithinemulsionen sehr erheblich. Zum 
Studium der Reaktion benutzte ich sowohl kaufliches Lecithin 
(Merck) als auch ein Praparat, das ich aus Hiihnereiern selbst 
hergestellt hatte. Ein Unterschied im Verhalten der Priéparate 
wurde nicht beobachtet. Die Lecithinemulsionen wurden durch 
Eingiefien methylalkoholischer Lésungen in Wasser hergestellt ; 
man erhalt so, wie zuerst Porges und Neubauer?) angegeben 
haben, feine und dauerhafte Emulsionen. 

Gibt man zu einer bestimmten Eisenmenge wachsende 
Mengen Lecithin, so findet man, von einer gewissen Grenze 
an, dafi die Oxydationsgeschwindigkeit langsamer wichst, als 
die in der Raumeinheit befindliche Lecithinmenge. Will man 
also mit einer bestimmten Lecithinmenge mdglichst groBe Oxy- 
dationsgeschwindigkeiten erzielen, so muf man relativ viel 
Kalalysator zusetzen. Folgende Mengenverhaltnisse sind zum 
Studium der Katalyse zu empfehlen: 0,2 g Lecithin, in 5 ccm 
Methylalkohol gelést, werden in 200 ccm Wasser eingegossen. 
Zu 2 cem der Emulsion gibt man dann 0,2 ccm "/10-Essigsaure 
und 0,1 cem einer 0,8°/oigen Loésung von Mohrschem Salz 
(= 0,1 mg Fe’). Nach 8stiindigem Schiitteln bei 16° ist die 
S:uerstoffaufnahme praktisch zu Ende, d. h. es wird weiterhin 
nur noch sehr wenig Sauerstoff aufgenommen. 

Um die Gréfe der Beschleunigung zu bestimmen, 
pipettiert man je 2 cem der Emulsion in ein Atmungsglaschen, 
fiigt zu beiden Proben 0,2 cem "/10-Essigsiiure, in eines aufer- 
dem QO,1 mg Fe’, und schiittelt nun beide im Thermostaten 
unter Beobachtung der Druckinderungen. Nach 6—8 Stunden 
bei 16° hat die Kontrolle weniger als 1 cmm Sauerstoff ver- 
braucht, wiihrend die Probe mit Eisen 90—95 cmm Sauerstoff 
aufgenommen hat. 


') T. Thunberg, Shandin, Arch. f. Physiol., Bd. 24, S. 90 (1910). 
*) Bioch. Zeitschr., Bd. 7, §. 152 (1906). 
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b) Schwaches, diffuses Tageslicht, wie es bei den meisten 
Versuchen in den Wasserthermostaten fiel, hatte auf die Ge- 
schwindigkeit der Katalyse keinen EinfluB. Denn die Reaktion 
verlief nicht langsamer im verdunkelten Zimmer. 

c) Bei der Reaktion bildet sich keine Kohlensiure. 

d) Wie die spontane Oxydation des Lecithins ist auch 
die durch Eisen beschleunigte von einer Abnahme des Jod- 
bindungsvermogens begleitet: und zwar wird ein Mehr- 
faches derjenigen Sauerstoffmenge aufgenommen, die 
zur Uberfiihrung der verschwundenen Doppelbindungen 


| | 
CH CHOH 
in | eniigte. 
CH CHOH 6 g 
| | 
e) Von den Beeinflussungen der Oxydationsgeschwindig- 


keit ist wichtig, dab Siuren — Essigséure, Buttersiure, Salz- 
siiure, Phosphorsiure, Schwefelsdure — sehr erheblich be- 
schleunigend wirken. (Deshalb wurde in der oben gegebenen 
Vorschrift nicht Wasser, sondern "/:00-Essigsaéure als Milieu 
empfohlen.) 

2. Linolensdure (C,,H,,0,, Fettsiure mit 3 Doppel- 
bindungen; Molekulargewicht 278) ist von den Spaltungspro- 
dukten des Lecithins das einzige, dessen Oxydation durch 
Kisensalz beschleunigt wird: héchstwahrscheinlich setzt dem- 
nach die Lecithinoxydation an der Linolensiiurekomponente ein. 

a) Was die Mengenverhiiltnisse anbetrifft, in denen zweck- 
mafigerweise Séiure, Eisen und Wasser zum Nachweis der 
Katalyse gemischt werden, so gilt dasselbe, was fiir das System 
Fe-Lecithin gesagt wurde: wenig Substrat und viel Katalysator. 

Wie das Lecithin, bildet auch die Linolensiiure feine und 
dauerhafte Emulsionen, wenn ihre meihylalkoholische Lésung 
in Wasser eingegossen wird. Es wurden also 0,1 cem Siure, 
in 9cem Methylalkohol gelést, in 200 ccm Wasser gegossen. 
In 2 ccm der Emulsion waren dann 0,9 mg Linolenséure. Je 
2 ccm wurden in ein Atmungsglaschen pipettiert, in eins aufer- 
dem 0,1 ecm 0,8°/oige Lésung von Mohrschem Saiz (= 0,1 mg 
Fe’). Bei 16° wurden dann fiir den Sauerstoffverbrauch Werte 
erhalten, wie sie in der folgenden Figur eingezeichnet sind. 
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Nach 6—7 stiin- 
cal ©) TT TTT) digem Schiitteln bei 
| | 16° ist die Reaktion 
praktisch beendigt, 
0,9 mg Siiure haben 
dann ca. 0,154 cem 
Sauerstoff aufgenom- 
men. Das ist auf 
1 Molekiil Saure 

ca. 41000 ccm 
Sauerstoff oder 
fast 2 Molekile 
30 60 20 180 150 180 210 20 80 300 Sauerstoff (2 Mol. 
a Sauerstoff wiren ca. 
nile 44.000 cem). 
b) Die Oxydationskatalyse geht auch im Dunkeln vor sich. 
c) Kohlensiiure bildet sich nicht. Wie bei der Oxydation 
der Linolensiiure ohne Fe!) nimmt mit der Sauerstoffaufnahme 
das Jodbindungsvermégen ab. Mindestens !/s des Jodbindungs- 
vermogens bleibt nach beendeter Sauerstoffaufnahme tbrig; da 
die Oxydation der Olsiiure durch Fe-Salz nicht merklich be- 
schieunigt wird, so liegt die Vermutung nahe, dai diejenige 
der 3 Linolensiiure-Doppelbindungen tibrig bleibt, die der Ol- 
siiuredoppelbindung entspricht. Da ferner 1 Molekiil Linolen- 
siiure etwa 2 Molekiile Sauerstoff aufnimmt (siehe a), wiéhrend 
nur 2 Doppelbindungen verschwinden, so gilt hier dasselbe, 
was beim Lecithin gesagt wurde: es wird ein Mehrfaches der- 
jenigen Sauerstoffmenge aufgenommen, die zur Uberfiihrung 
der beiden Doppelbindungen in zwei 




















herbrauchter Sauersiott nach der Zeit t 
‘n Aubikmillimetsern. 











CHOH Gruppen notig wire. 
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d) Von den Beeinflussungen der Oxydationgeschwindig- 
keit im System Fe-Linolensiiure ist die Wirkung der Basen er- 
wiihnenswert. Fiigt man zu 2 ecm Wasser -+- 0,9 mg Linolen- 


') Fahrion, Die Chemie der trocknenden Ole. 
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siure + 0,1 mg Fe’ 0,2 ccm ®/100-NH, oder 0,2 ccm ®/100-NaOH, 
also weniger als 1 Molekiil Base (1 Mol. Base ware 0,33 ecm 
N'jo0), SO steigt die Oxydationsgeschwindigkeit zu- 
nichst sehr erheblich, etwa um 100°/o. Sie:sinkt jedoch 
bald wieder ab, und nach 6—7 Stunden ist nicht erheblich 
mehr Sauerstoff aufgenommen, als in der Kontrolle ohne Base. 
Setzt man dagegen erheblich mehr Base zu, als 1 Molekiil pro 
1 Molekil Saure, z. B. 0,2 cem "/10-NH, oder 0,2 ccm ®/10-NaOH, 
so wird die Linolensdureoxydation fast véllig gehemmt. 

3. Weinsdure. ! 

a) Nach einer bekannten Entdeckung von Fenton’) 
werden eine grofe Anzahl organischer Substanzen durch 
Wasserstoffsuperoxyd oder andere Oxydationsmitt#! rasch oxy- 
diert, wenn man Eisenoxydulsalz zugibt. Wie H,O, +- Fe” 
wirkt auch O, ++ Fe’, wenn belichtet wird (Fenton,!) Neu- 
berg?)). : 

Die Weinséiure unterscheidet sich nun, wie ich beob- 
achtete, insofern von vielen andern, die Fenton-Reaktion 
gebenden Substanzen, daBh sie auch im Dunkeln bei Zugabe 


von Eisenoxydulsalz — unter gewissen Konzentrationsverhiilt- 
nissen — oxydiert wird. Weinsaure Salze geben die Reak- 


tion nicht. 

Die Werte, die man fiir den Sauerstoffverbrauch beim 
Mischen von 2,5 ccm ™/10- oder ™/2-Weinsadure mit 0,1 ccm 
0,8°/oiger Mohrscher Salzlésung (= 0,1 mg Fe’) erhalt, sind 
aus der folgenden graphischen Darstellung (Figur 5) abzulesen. 

Sauerstoffaufnahme in der Kontrolle ohne Fe” habe ich, 
selbst in langen Zeiten, mit meiner Methode nicht beobachten 
kinnen. Die Oxydationsbeschleunigung ist also jedenfalls sehr 
bedeutend. : 

b) Aus Figur 5 geht hervor, dafi die QOxydationsge- 
schwindigkeit in dem System Weinsiure-Eisensalz rasch ab- 
nimmt. Der Grund ist der, daf der Katalysator «ver- 


') Fenton, Journ. Chem. Soc., Bd. 65, S. 899; Bd. 75, S. 5; Bd. 87, 


S. 804 (1905) u. a. a. Orten. | 
*) Neuberg, Bioch. Zeitschr., Bd. 36, S. 37 (1911) u. a. a. Orten. 
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braucht» wird; denn erneuter Zusatz von Eisenoxydulsalz hat 
einen erneuten Anstieg der Oxydationsgeschwindigkeit zur Folge. 
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Fig. 5. 

Der «Katalysatorverbrauch» ist nun offenbar nichts anderes, 
als die Uberfiihrung des Eisens in die Oxydform; denn Eisen- 
oxydsalz ist nicht imstande, die Weinsaureox ydation 
zu katalysieren. 

Diese zuerst paradox erscheinende Tatsache ist auf Grund 
der Autoxydationstheorie, die von Manchot!) und Engler?) 
fiir die Eisensalze aufgestellt wurde, leicht verstandlich und 
ihrerseits ein neuer Beweis fiir die Richtigkeit der Theorie. 
Bei der Oxydation der Eisenoxydulsalze durch Luftsauerstoff 
entsteht niémlich nach Manchot primar nicht Elisenoxyd, 
sondern ein Eisensuperoxyd, das sich dann mit Eisenoxydul 
zu Eisenoxyd umsetzt. In unserm Fall hatten wir uns also 
vorzustellen, daf das primar gebildete Kisensuperoxyd durch 
die Weinsaiure nur zum Teil zu Eisenoxydul reduziert 
wird, zum Teil jedoch durch die Weinsaure nur zu Eisen- 
oxyd reduziert wird, oder sich mit Kisenoxydul zu 
Kisenoxyd umsetzt. So miibte sich die Menge des wirksamen 
Kisenoxyduls dauernd verringern. 


') Manchot, Zeitschr. f. anorg. Chemie, Bd. 27, S. 420 (1901). 
*) Engler u. Weissberg, Krit. Studien zur Autoxydation, Braun- 


schweig 1904. 
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c) Was die Beeinflussung der Oxydationsgeschwindigkeit 
in dem System Fe’-Weinséure anbetrifft, so ist der merk- 
wirdige Einfluf{ der Neutralsalze erwihnenswert. Einige Bei- 
splele sind in der folgenden graphischen Darstellung wieder- 
gegeben, in der die angegebenen Molzahlen bedeuten, daB das 
System beziiglich des Salzes auf die genannten Molzahlen ge- 
bracht wurde. 


Je 2,5 ccm § Weinséuret01mar le~ 
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4. Dihydroxymaleinsiaure 
COOH 
COH . 
- -+- 2H,O (Molekulargewicht 184) 
10) 
| 
COOH 
wurde nach der Vorschrift von Fenton!) aus Weinsiure und 
Wasserstoffsuperoxyd, bei Gegenwart von Eisensalz, dargestellt. 
Zum Nachweis der beschleunigenden Wirkung des Eisens wurden 
je 1 mg in 2 ccm Wasser gelést und zu einer Probe 0,1 ccm 
0,8°/oige Lésung von Mohrschem Salz (= 0,1 mg Fe”) gegeben, 
wahrend die andere Probe als Kontrolle diente. Nach 90‘, bei 


') Journ. of Chem. Soc., Bd. 87, S. 804 (1908). 
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20°, war dann in der eisenhaltigen Probe etwa zehnmal so 
viel Sauerstoff verbraucht als in der eisenfreien Probe. 

Unter den erwihnten Bedingungen kommt die Reaktion 
nach ca. 6 Stunden praktisch zum Stillstand, pro Molekiil 
Siiure sind dann ca. 18000 ccm Sauerstoff, also nicht viel 
weniger als 1 Molektl Sauerstoff (1 Mol. = ca. 22000 ccm) 
verbraucht. 

Bei der Reaktion entsteht pro Molekiil verschwundenen 

Sauerstoffs annihernd ein Molekiil Kohlenséure. Man kann das 
nachweisen, indem man zwei Atmungsglischen mit gleichen 
Mengen Dihydroxymaleinséure und Eisensalz beschickt, in den 
Einsatz des einen Atmungsglaschens KOH bringt, den Einsatz 
des anderen Atmungsglischens jedoch leer la6t. Wa&ahrend in 
dem ersten Atmungsglischen dann die Druckverminderung von 
der erwihnten GroBe auftritt, bleibt der Druck in dem zweiten 
fast unverindert. 
5. Andere Eisen-Oxydationskatalysen. Von Alde- 
hyden, z. B. Onanthol, suspendiert man einige Milligramme 
in je 2 cem und gibt zu einer Probe 0,1 mg Fe’, wiahrend die 
andere als Kontrolle dient. Zu bemerken ist dabei, dai der 
Einsatz b keine Kalilauge enthalten darf, da sonst Aldehyd 
durch Destillation in die Kalilauge gelangt und hier rasch oxy- 
diert wird. — Was die Thioverbindungen anbetrifft, so habe 
ich selbst mit ihnen nicht experimentiert. Quantitative An- 
gaben findet man bei Matthews und Walker’) und in einer 
jiingst erschienenen Arbeit von T. Thunberg.?) 


VI. Uber die Fahigkeit des in der Eisubstanz natirlich vorkommenden 
Eisens, Oxydationen zu beschleunigen. 


Eine Frage von grofer Wichtigkeit ist die, ob das im 
Ei vorkommende Eisen oxydationskatalytisch wirken kann; 
sie wird, wie mir scheint, am einfachsten und direktesten so 
entschieden, dafi man der Eisubstanz Korper zusetzt, deren 
Oxydation durch Eisen katalysiert wird und dann zusieht, wie 
sich die Sauerstoffaufnahme verhilt. 





') Journ. Biol. Chem., Bd. 6 (1909). 
*) Skand. Arch. f. Physiol., Bd. 30, S. 285 (1913). 
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Ware die Oxydationsgeschwindigkeit in der Granulasus- 
pension sehr labil, wiirde sie durch viele und verschiedenartige 
Substanzen beschleunigt, so wiirde eine Steigerung der Sauer- 
stoffaufnahme bei Zusatz durch Fe katalysierbarer Substanzen 
nicht viel beweisen. Demgegeniiber wiederhole ich, was 
ich schon an anderer Stelle sagte, dai die Oxydation in 
der Granulasuspension nur durch ganz wenige Arten 
von Stoffen beschleunigt wird. Zu diesen gehéren nun 
in der Tat Weinsdure und Linolensiure. 

Im folgenden sollen einige auf Eisen zu beziehende Be- 
schleunigungen im einzelnen durchgesprochen werden. 

a) Das Ei enthalt reichliche Mengen Lecithin; die Lecithin- 
Fe-Katalyse wird durch Séuren beschleunigt; in Ubereinstim- 
mung damit wachst die Oxydationsgeschwindigkeit 
der Kisubstanz unter dem Einflu&B von H-Ionen sehr 
bedeutend. 

Zum Nachweis empfehle ich, den Acetonniederschlag der 
Eisubstanz, der mit Ather gewaschen und dann getrocknet ist, 
zu benutzen. Reibt man 0,2 g dieses Niedersch!ags mit 2 ccm 
Wasser an, so wird in 100 Minuten bei 20° 20 bis 35 cmm 
Sauerstoff absorbiert, Kohlensaure entwickelt sich nicht. Reibt 
man nicht mit 2ccm Wasser an, sondern mit 2 ccm 
n y0-HCl, so wird in 100 Minuten 60 bis 70 cmm Sauerstoff 
verbraucht. Statt Salzsiiture kOnnen mit gleichem Erfolg auch 
andere Siuren verwendet werden, gerade so wie im System 
Eisen-Lecithin. 

Zu bemerken ist hier, daf es fiir die Wasserstoffionen- 
konzentration, wenn eine moglichst groie Oxydationsgeschwin- 
digkeit erzielt werden soll, ein Optimum gibt. Dieses Optimum 
wurde nicht gemessen'), doch geniigt fiir praktische Zwecke die 
Angabe, dai Methylviolett, dem Gemisch von Acetonpulver und 
Sdure zugesetzt, einen blauvioletten Farbenton zeigen soll. 

b) Von allen untersuchten Saéuren abweichend verhielt 
sich die Weinsdure, fiir die, unter sonst gleichen Bedingungen 


1) Das Acetonpulver bindet reichlich Saure, sodafv die Wasser- 
stoffionenkonzentration nicht aus der Menge der zugegebenen Saure be- 
reehnet werden kann. 
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der Zuwachs der Oxydationsgeschwindigkeit weitaus 
am groften war. 

Wurden 0,2 g Acetonpulver mit 2 ccm ™/2-Weinsaure an- 
gerieben, so wurden in 100 Minuten bei 20° nicht 60—70 cmm, 
wie unter dem Einfiu8 der andern Séuren, sondern 140 cmm 
Sauerstoff verbraucht, also 70—80 cmm mehr. Es ist mir 
nicht zweifelhaft, daB diese Ausnahmestellung der Weinsdure 
darauf beruht, daf sie selbst unter der Eisenwirkung oxydiert wird. 

c) Die Linolensaure. 

In a und b handelte es sich um Katalysen in stark saurem 
Milieu, in dem mdglicherweise Eisen aus nichtkatalysierfahiger 
Form in katalysierfahige Form tbergefiihrt worden sein kénnte. 
Es ist deshalb wichtig, daB auch bei Zugabe von 
Linolenséiure — deren gesiittigte wiisserige LOsung nur un- 
gemein schwach sauer reagiert — die Oxydation in der 
Kisubstanz sehr erheblich beschleunigt wird. 

Die Linolensiureversuche wurden nicht mit dem Aceton- 
pulver, sondern mit der frischgewonnenen Granulasuspension 
angestellt. Dabei stief ich auf eine Erscheinung, die als Méglich- 
keit vorauszusehen war: wenn némlich das in der Granula- 
suspension natiirlich vorkommende Eisen als Sauerstoffiiber- 
triiger wirkt, so wird Zugabe einer Substanz, deren Oxydation 
durch Eisen katalysiert werden kann, keineswegs unter 
allen Umstinden den Gesamtverbrauch an Sauerstoff 
steigern, z. B. dann nicht, wenn die zugesetzte Substanz dem 
oxydierten Eisen seinen Sauerstoff nur ebensoschnell oder lang- 
samer fortnehmen kann, als die oxydable Substanz des Systems 
selbst. Dieser Fall ist offenbar fiir die Linolensiiure realisiert, 
denn der Sauerstoffverbrauch steigt so gut wie nicht, 
wenn man sie zu der frischen Granulasuspension 
zusetzt. 

Wie wir oben gesehen haben, nimmt die Oxydations- 
geschwindigkeit in der Granulasuspension dauernd ab und wie 
wir weiterhin gesehen haben, hat nach diesem Abklingen Zu- 
satz von Eisen nur noch eine viel geringere Mehraufnahme 
von Sauerstoff zur Folge, als anfinglicher Eisenzusatz. Also: 
nachdem die Oxydation der Granulasuspension abge- 
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klungen ist, enthalt sie nur noch wenig durch Eisen 
oxydierbare Substanz. 

Setzt man zu dieser Zeit Linolensiure zu, so be- 
obachtet man jetzt ein starkes Anwachsen des Sauer- 
stoffverbrauchs. 

Als Beispiel dieser tiberaus wichtigen Verhiiltnisse sei ein 
Versuch in graphischer Darstellung (Figur 7) wiedergegeben. 
Die verwendete Granulasuspension war ein wenig verdiinnter 
als sonst, damit ihr Sauerstoffverbrauch schneller nachliefe 
(4 cem hiillenlose, zu einem dichten Sediment zusammenzentri- 
fugierte Eier +- 4 ccm S!, geschiittelt). Je 2 ccm wurden in 
ein Atmungsgliischen pipettiert und die Atmung bei 23° mehrere 
Stunden beobachtet und notiert. Nach 3 Stunden war sie 
sehr schwach geworden. Nun wurde (Pfeil der Figur 7!) in 
ein Glaischen 0,1 ccm Linolenséiure gegeben (das andere blieb 
ohne Zusatz), und der Sauerstoffverbrauch weiter beobachtet. 
Nach 100‘, gerechnet vom Augenblick der Linolenzugabe an, 
hatte die mit Linolensdure versetzte Probe 88 cmm Sauerstoff 
verbraucht, die Kontrolle nur 11 emm. Um den durch spontane 
Oxydation der Linolensdure entstehenden Fehler auszuschalten, 
wurden gleichzeitig 0,1 ccm Séure in 2 ccm S! geschiittelt und 
die hierbei auftretenden Druckverminderungen von den fiir 
Linolensaure +- Eisubstanz erhaltenen Werten abgezogen. 


Es verbrauchten: nach 30‘ nach 100° 
Linolensaure allein 3 14 cmm O, 
Eisubstanz » 3 11 » » 
Linolensaéure -+- 25 88 » » 


Fiir die Sauerstoffaufnahme im System Linolensiure -{- 
Eisubstanz ist also korrigiert zu setzen: 
nach 30‘ 25— 3 = 22 cmm O, 
» 100° 88—14 = 74 » » 
Die korrigierten Werte sind in das Koordinatensystem 
der Figur 7 eingetragen. 
VII. Theorie. 
Auf Grund der mitgeteilten Tatsachen stelle ich die Theorie 
auf, daB die Sauertoffatmung im Ei eine Eisenkatalyse 
ist; daB der im Atmungsprozef verzehrte Sauerstoff 
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primar von geléstem oder adsorbiertem Ferroion auf- 
genommen wird. 
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Ein Beweis fiir die Richtigkeit dieser Auffassung ist durch 
das Tatsachenmaterial nicht erbracht; wenn auch gezwungen 
und unter Annahme von Zufialligkeiten, ]aBt sich die Annahme 
verteidigen, dai die Atmung zwar durch Eisenzusatz beschleu- 
nigt wird, selbst jedoch keine Eisenkatalyse ist. 

Daf die Theorie aber eine ungemein wahrscheinliche 
und einfache Erklirung der verschiedenen Tatsachen gibt, 
geht vielleicht am besten aus einer kurzen Zusammenfassung 
der Versuchsergebnisse hervor. 

1. Die aus Seeigeleiern gewonnene atmende 
Fliissigkeit enthalt auf 100 mg Stickstoff 0,02—0,03 mg 
Eisen. 

2. Der Acetonniederschlag der Flissigkeit gibt 
mit Rhodankali und Salzséure Eisenionreaktion. 

3. Fiigt man zu der frisch hergestellten Flissig- 
keit kleine Mengen Eisensalz, so steigt die Oxydations- 
geschwindigkeit, h6chstwahrscheinlich auch die Ge- 
schwindigkeit der Kohlensaéureproduktion; und zwar 
betrigt die Steigerung der Oxydationsgeschwindigkeit 
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70—100°/o, wenn man auf 100 mg Stickstoff Hun- 
dertstel-Milligramme Eisen zusetzt. Grédfere Eisen- 
mengen wirken nicht erheblich stirker: bedeutend 
kleinere Eisenmengen wirken nicht. Die Gréfenord- 
nungen der bei Zusatz gerade wirksamen Eisenmengen 
und der im Ei natiirlich vorkommenden Eisenmengen 
sind also gleich. | 

4. Fiigt man das Eisensalz erst zu, nachdem die 
Atmung sehr schwach geworden ist, so ist der Mehr- 
verbrauch an Sauerstoff viel geringer, als wenn das 
Kisen zur Zeit der ungeschwichten Atmung zugefigt 
wird. Der Stoff, auf dendas zugesetzte Eisen den Sauer- 
stoff iibertrigt, wird also offenbar im Atmungsprozeh 
verbraucht. 

5. Der bei Eisenzusatz auftretende Mehrverbrauch 
an Sauerstoff wird durch das Narkoticum Athylurethan 
um fast genau den gleichen Bruchteil gehemmt, wie 
die Atmung selbst. 

6. Setzt man der Fliissigkeit Substanzen zu, deren 
Oxydation unter dem EinfluB von Eisen beschleunigt 
wird, so beobachtet man einen Mehrverbrauch von 
Sauerstoff; die Fliissigkeit verhdlt sich also als Kata- 
lysator wie Eisensalz; oder: das in der Fliissigkeit 
natiirlich vorkommende Eisen ist imstande, Oxyda- 
tionen zu beschleunigen. 


VI. Anwendungen der Theorie. 


1. Es spricht fiir die Theorie, dafi eine fundamentale 
Tatsache der Atmungschemie durch sie sofort erklart ist: die 
hemmende Wirkung sehr kleiner Blauséiuremengen. 
Blausiure wiirde mit Fe’-lon das komplexe und katalytisch 
unwirksame Ferrocyanion bilden. Sie wiirde in minimalen 
Mengen wirken, weil auch die umzusetzenden Eisenmengen 
minimal waren. 

2. Schon mehrfach fiel es auf, daf die Oxydation in der 
Zelle groBe Ahnlichkeit hat mit der Oxydation durch H,O, bei 
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Gegenwart von Eisensalz.!) Nun bildet sich aus Eisenoxydul 
bei der Autoxydation zunichst héchstwahrscheinlich ein Super- 
oxyd, und wir hatten dann in der Zelle als Oxydations- 
mittel Superoxyd?) bei Gegenwart von Eisenoxydulsalz. 

Auch die verschiedenen Peroxyd- und Superoxydtheorien 
der Atmung erhalten von diesem Standpunkt aus ein ganz 
anschauliches Gesicht. 


IX. Historische Bemerkung. 


Die Vermutung, dai das Eisen im Mechanismus_ der 
Atmung eine Rolle spiele, ist wohl schon mehrfach geaubert 
worden; wufte man doch einerseits, dafi das Eisen sehr all- 
gemein in Zellen vorkommt, andrerseits, dah es im Reagenz- 
glas Oxydationen beschleunigen kann. Es handelte sich hier 
um Vermutungen, die der experimentellen Begriindung ebenso 
entbehrten, wie die Mangan-, Calcium- oder andere Atmungs- 
theorien. *) 

') Vgl. beispielsweise Dakin, Journ. biol. chemistry, Bd. 1, 5. 17 
(1906). 

| *) Wasserstoffsuperoxyd oder Eisensuperoxyd. 

’) Fiir Nichtfachgenossen sei hier bemerkt, dafs die Sauerstoff- 
aufnahme des eisenhaltigen Himoglobins, wie sie beispielsweise im Saéuge- 
tierblut vor sich geht, mit der Sauerstoffatmung chemisch nichts zu tun 
hat; das Hiimoglobin kommt hier mit den Zellen, an die es den Sauer- 
stoff abliefert, gar nicht in Beriihrung. 


Kristineberg, den 30. Mai. 
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Uber die Pilzsterine. 
]. Mitteilung. 


Uber eine sterinadhnliche Substanz aus Lykoperdon gemmatum. 
Von 


Dr. T. Ikeguchi. 


(Aus der medizinisch-chemischen Abteilung der med. Akademie zu Osaka.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Juli 1914 


Es ist zuweilen nicht leicht, ein Sterin aus einem Pilz 
als einen einheitlichen Korper zu isolieren; so sind die bis- 
herigen Angaben Uber Pilzsterine in bezug auf die Zusammen- 
setzung und die Reaktionen oft sehr unsicher; sogar die Sterine 
aus Pilzarten, welche in Japan wachsen oder kultiviert werden, 
sind bisher nicht niiher untersucht. 

Da Prof. Kotake gelegentlich in einem Pilz, Lykoperdon 
gemmatum, nebst einem Sterin eine merkwiirdige Substanz, 
welche in den Eigenschaften dem Sterin dhnelt, aber keines- 
wegs zu gewoOhnlichem Sterin gehért, fand, und ich spiiter er- 
fuhr, daB in einigen anderen in Japan einheimischen Pilzarten 
ziemlich bedeutende Mengen Sterine enthalten sind, und da es 
nicht so schwer ist, sie in reinem Zustand zu isolieren, so 
unternahm ich unter Leitung von Herrn Prof. Kotake, mich 
mit ihrer Isolierung und chemischen Untersuchung zu_be- 
schiiftigen. 

Der sterinahnlichen Substanz aus Lykoperdon kommt 
eine Zusammensetzung zu, welche derjenigen des Kampfers 
gleich ist. Erwagt man, daf das Sterin im allgemeinen Terpen- 
charakter besitzt und vielleicht, wie viele Autoren behaupteten, 
als kompliziertes Terpen aufzufassen ist, so ist das natiirliche 
Vorkommen einer Substanz, welche gewissermafen zwischen 
dem Oxyterpen und Sterin steht, nicht ohne Bedeutung. Im 
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folgenden méchte ich also tiber diese Substanz eine kurze 
Mitteilung machen. 


I. Darstellung. 


Die getrocknete, fein gepulverte Lykoperdonmasse wurde 
mit Ather auf der Maschine kriaftig geschiittelt. Der durch 
Filtration getrennte Ather hinterlieS bei Destillation nadelfér- 
mige Krystalle nebst amorphen 6ligen Substanzen. Sie wurden 
mit wenig Ather aufgenommen und filtriert; die Krystalle 
sind nicht leicht lislich in Ather und blieben hierbei auf dem 
Papier zuriick. Der Riickstand wurde nochmals mit wenig 
Ather gewaschen, dann wieder mit Alkohol gekocht und heif 
filtriert. Aus dem Filtrat schieden sich beim Einengen Nadeln, 
welchen unter dem Mikroskop Piinktchen beigemischt waren. 
Zur weiteren Reinigung wurden sie in Chloroform gelést und 
bis zu einer geringen Menge eingedampft, mit wenig Alkohol 
und Wasser versetzt und zur Krystallisation gebracht. 


Il. Eigenschaften, Analysen und Reaktionen. 


Die Substanz, die unter dem Mikroskop vollig einheitlich 
aussah, schmolz bei 283—284° C. Sie ist in Wasser unloslich, 
in Ather und kaltem Alkohol schwer, in heiSem Alkohol leichter, 
in Aceton, Benzol und besonders in Chloroform leicht léslich. 
Die Lésung zeigte Linksdrehung. 0,5496 g Substanz (krystall- 
wasserfrei) in 15,75 ecm Chloroform gelost, drehten im 2 dm- 
Rohr 4,95° nach links 

[a], = — 60,20. 

Die Substanz geht keine Verbindung mit Digitonin ein. 
Beim Kochen mit Eisessig oder Essigséureanhydrid nimmt sie 
keine Acetylgruppe auf. Die Substanz enthielt Krystallwasser. 

0.3796 g Substanz, welche an der Luft zum konstanten Gewicht 
getrocknet war, verloren bei 105° C. 0,0176 g H,0. 

HJ = 4,63 9/9, 
Die Substanz gab folgende Analysenzahlen: 
1. 0,2156 g Substanz (getrocknet bei 105° C.) gaben 0,6224 g CO, 
und 0,2100 g H,0. 
2. 0.1464 g Substanz (getrocknet bei 105° C.) gaben 0,4222 g CO, 
und 0,1402 g H,0. 
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Gefunden: Berechnet fiir (C,,H,,O in: 
C = 78,73°/0 = 78,65°/o = 78,99°/o 
H = 10,82°9/0 = 10,64°/o = 10,53°/o 


Die Substanz gab folgende Sterinreaktionen. 

1. Bei der Reaktion von Liebermann-Burchard fiirbte 
sich die Fliissigkeit erst dunkelgelb, dann blaugriin, schlieflich 
dunkelgriin. 

2. Bei der Reaktion von Liebermann trat erst dunkel- 
gelbe und dann dunkelgriine Farbung mit einer intensiven 
Fluorescenz ein. 

3. Die Reaktion von Salkowski fiel schwach positiv aus. 

4, Wurde eine Liésung der Substanz in Eisessig mit 
einigen Tropfen konzentrierter Schwefelsiure versetzt und 
ausgekocht, so fiirbte sich das Gemisch violettrot mit einer 
schwachen Fluorescenz und zeigte einen Absorptionsstreifen 
zwischen E und b. 


Ill. Saponinentgiftung. 


Ich habe folgenden Versuch nach Hausmann!') ausge- 
fiihrt, um festzustellen, ob die Substanz Saponinhaémolyse zu 
hemmen vermag. 

5 cem Saponinlésung (0,1°/o in physiologischer Kochsalz- 
l6sung) wurden mit 5 ccm Chloroform, in dem die Substanz 
aus Lykoperdon gelést war, versetzt. Das Gemisch wurde 
kraftig geschiittelt, 7—8 Stunden bei 40° C. und dann tiber 
Nacht bei 30° C. stehen gelassen, schlieflich das Chloroform 
in einer kleinen Saugflasche verjagt. 

1 cem der so bereiteten Fliissigkeit wurde zu 5 ccm 
5°/oiger Kaninchenblutaufschwemmung in physiologischer Koch- 
salzldsung binzugefiigt. 

Hierbei trat nach einer Stunde eine schwache, nach 
4—5 Stunden komplette Himolyse ein. 

Zur Kontrolle wurden die Hamolysenversuche mit 0,1°/oiger 
Saponin-Kochsalz-Loésung angesetzt, einmal mit Zusatz von 
Cholesterin, einmal ohne Zusatz, und zwar unter ganz den- 





') Hofmeisters Beitrige, Bd. 6, S. 567. 
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selben Bedingungen wie oben. Im ersteren Versuch fand gar 
keine, im letzteren Versuch dagegen sofort komplette Haimo- 
lyse statt. 

Daraus geht also hervor, dali die erwéhnte Substanz 
gegen die Saponinhimolyse eine héchst schwache Wirkung 
besitzt. Man kénnte auf diese Saponinentgiftung kein grofes 
Gewicht legen. 


IV. Brom-Addition. 


Manche Sterine besitzen eine doppelte Bindung, und 
vermdgen dementsprechend 2 Atome Brom leicht zu addieren. 
Ich habe mit der erwihnten Substanz wie folgt einen Brom- 
additionsversuch ausgefihrt, in der Erwartung, dadurch auch 
das Molekulargewicht derselben ungefahr bestimmen zu k6nnen. 

0,1530 g Substanz wurden in 2 ccm Chloroform gelést, 
dazu Brom-Eisessig-Gemisch nach und nach tropfenweise hin- 
zugefiigt, bis die ganze Fliissigkeit dauernd ziemlich intensiv 
gefiirbt war, und dann 2 Stunden stehen gelassen. Die Re- 
aktionsfliissigkeit wurde dann auf dem Wasserbade eingedampft 
und der Riickstand in Ather gelést. Die Lésung_hinterlief 
beim Verdunsten des Athers einen Riickstand, welcher bisher 
nicht krystallinisch erhalten werden konnte. Der Bromgehalt 
in demselben wurde nach Carius bestimmt. 

0,1721 g Substanz gaben 0,1046 g AgBr. 
Br = 25,86°/o. 

Wenn man annimmt, dai ein Molekiil der Substanz 
2 Atome Brom aufnimmt, so entspricht der gefundene Brom- 
wert gerade der Formel 

(C,,H,,0),Br, (Berechnet dafiir: Br = 25,91°/o). 

















Zur Kenntnis der gepaarten Giukuronsaure. 
III. Mitteilung. 


Uber die Spaltung der Orcin- und Phloroglucinglukuronséure 
durch Organsafte. 
Von 


Yoshita Sera. 





(Aus der medizinisch-chemischen Abteilung der Med. Akademie zu Osaka.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. Juli 1914.) 


Das glukosidspaltende Enzym, Emulsin oder emulsinihn- 
liches Enzym, welches im Pflanzenreich verbreitet vorkommt, 
wurde von mehreren Autoren auch in manchen tierischen 
Organen nachgewiesen. Da gewissse gepaarte Glukuronséuren 
durch Emulsin gespaltet werden, so ist es von vornherein 
denkbar, dafi sie auch von den Tierorganen angegriffen werden, 
tatsiichlich soll nach ROhmann!) in Hundeleber ein Enzym 
enthalten sein, welches auf Mentholglukuronsiiure spaltend wirkt. 

Die friiher von mir?) mitgeteilten gepaarten Glukuron- 
siuren, Orcinglukuronsiure und Phioroglucinglukuronsiure er- 
leiden durch Emulsin gar keine Spaltung und sind hdéchst- 
wahrscheinlich nicht glukosidisch aufgebaut. Es fragt sich nun, 
ob tierische Organe auch solche gepaarte Glukuronséuren an- 
zugreifen imstande sind. Ich habe diese Frage bearbeitet. 

Die Versuchsanordnung und Methode waren folgende: 

Frisch herausgenommene Organe wurden von Kapsel 
und Fettgewebe befreit, mit der Fleischmaschine zerkleinert. 
Der Organbrei wurde mit dem gleichen Gewicht Chloroform- 
wasser versetzt (andernfalls habe ich es dort besonders ge- 
schildert), kraftig durchgeschiittelt und in der Eiskammer auf- 
bewahrt. — Alle Behandlungen wurden aseptisch ausgefthrt. 





1) Biochemie, 1908. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. 88, S. 460 und Bd. 90, S. 258. 
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Der nach 24 Stunden gewonnene Organsaft wurde zu 
je 10 ccm in 6 sterilisierten, kleinen und mit Stopsel ver- 
sehenen Flaschen verteilt. 2 Flaschen davon wurden 1 Stunde, 
mit St6épseln verschlossen, bei 80—85°® C. im Wasserbade 
erhitzt. 

Die 2 gekochten und 2 nicht gekochten Proben wurden 
mit einer bestimmten Menge Loésung einer gepaarten Siure 
(Versuchsproben), die iibrigen 2 nicht gekochten Proben mit 
einer der obigen Siiurelésung gleichen Menge Chloroformwasser 
(Kontrollproben) versetzt. 

Von diesen je 2 Proben wurde die eine sofort, die andere 
nach 2tigigem Stehen im Brutofen verarbeitet. 

Die Probe wurde zuniachst nach Salkowski') enteiweibt: 
zu je einer Probe wurden 4 g gepulvertes Chlornatrium und 
20 ecm Chlornatriumessigséuremischung hinzugefitigt und dies 
dann stark umgeschiittelt. Die nach 20 Minuten filtrierte klare 
Fliissigkeit wurde im Landoltschen Apparat meist im 2 dm- 
Rohr — sonst besonders bemerkt — der polarimetrischen Be- 
stimmung unterworfen. 

Falls die zugesetzte Siure durch Organsaft gespaltet 
wird, mu die vorher bestimmte Drehung eine Verdnderung 
erfahren, und zwar einerseits wegen der Abnahme der Links- 
drehung, welche direkt durch Spaltung der gepaarten Saure 
herbeigefiihrt wird, anderseits indirekt wegen der Zunahme 
der Rechtsdrehung, welche bei der Spaltung durch gebildete 
Glukuronsiiure bedingt wird. 

Bei dieser Bestimmung muf man auch die im Organsaft 
selbst vor allem durch Glykogenspaltung bedingte Drehungs- 
verdinderung, welche sich durch Kontrollprobe erkennen |abt, 
in Rechnung ziehen — ich habe durch besondere Versuche 
festgestellt, dai der autolytische Vorgang im Organsaft durch 
Zusatz des Kaliumsalzes der gepaarten Glukuronsduren nicht 
merklich beeinflubt wird. 

Natiirlich weif man dabei nicht, ob, wenn die Spaltung 
der zugesetzten Siiure stattfindet, die gebildete Glukuronsdure 
weiter gespaltet wird oder nicht. Vielleicht ist also die Methode 


') Centralbl. f. d. med. Wiss., 1880, S. 679. 
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fiir die quantitative Bestimmung der Spaltung der gepaarten 
Glukuronsauren nicht ganz geeignet. 


I. Versuche mit Orcinglukuronsaure. 


Das Baryumsalz der Orcinglukuronsaure wurde, wie friiher 
angegeben, aus dem Harn vom Kaninchen, welches mit Orcin ge- 
fiittert war, isoliert. 10 g des Baryumsalzes wurden in Wasser 
gelost, in Kaliumsalz tibergefiihrt, auf 100 ccm aufgefiillt und 
1,9 cem davon zu je einer Probe verwandt. 


A. Rinderorgane. 





1. Leber. 

{ sofort bestimmt —0,35° 

. mit nativen Organsaft 
Versuchs- | nach 2 Tagen > 0,00 ° 
proben { sofort > — 0,37 ° 

>» gekochtem » ; 
| nach 2 Tagen > — 0,37° 
‘ ; { sofort > + 0,15" 
Kontrollproben mit nativem > 


” 


| nach 2 Tagen +0,11° 
Also laBt sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (+- Orcinglukuronsaure) bei der Digestion 


stattfand, zu 0,39° rechnen. 
Die Drehung des gekochten Organsafts (+- Orcinglukuron- 
siiure) veranderte sich dabei nicht. 





2. Milz. 

a: { sofort bestimmt — 0,21° 

. mit nativem Organsaft F 
Versuchs- | nach 2 Tagen > — 0,15° 
proben { sofort > — 0,22° 

>» gekochtem > 
t | nach 2 Tagen > — 0,22° 
sofort » +- 0,05 ° 
Kontrollproben mit nativem > nach 2 Tagen . + 0,03 ° 
| (im 1 dm-Rohr) 


Also laBt sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (+ Orcinglukuronsiure) bei der Digestion 
stattfand, zu 0,08° rechnen. 
Die Drehung des gekochten Organsafts (-- Orcinglukuron- 
Saure) veranderte sich dabei nicht. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCII. 18 














264 Yoshita Sera, 





3. Niere. 
mm om { sofort bestimmt — 0,51 ° 
Versuchs- ot ae | nach 2 Tagen > — 0,39 ° 
proben { sofort > — 0,52° 
eae ; | nach 2 Tagen > — 0,52° 
{ sofort * + 0,02 ° 
Kontrollproben mit nativem > 


| nach 2 Tagen . + 0,02° 
Also lift sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (-- Orcinglukuronséure) bei der Digestion 
stattfand, zu 0,12° rechnen. 
Die Drehung des gekochten Organsafts (+- Orcinglukuron- 
siure) verinderte sich dabei nicht. 


4, Blut. 


Das Blut wurde mit doppeltem Volumen Chloroformwasser 
verdiinnt und sogleich zum Zweck verwandt. 


+ nati Bint { sofort bestimmt — 0,51 ° 
mit nativem u 
nach 2 Tagen — 0,53 ° 
Versuchsproben 6 ° _ 
{ sofort > — 0,51 ° 





>» gekochtem » 


| nach 2 Tagen >» —O,52° 

. sofort > 0,00 ° 

Kontrollproben mit nativem Blut | : 27 0.00 ° 
nach z lagen ° ’ 


Also spricht das Ergebnis dafiir, daB das Rinderblut nicht 
befihigt ist, die zugesetzte Saure zu spalten. 


b. Kaninchenorgane. 
Leber. 


Der verwandte Organsaft wurde aus 75 g Organbrei und 
100 g Chloroformwasser bereitet. 





aaa { sofort bestimmt — 0,10° 

mit nativem Organsaft ; 
Versuchs- | nach 2 Tagen > — 0,08 ° 
roben | fort > wih 4a 

aii >» gekochtem > on _ 
| nach 2 Tagen > — 0,11° 
' ; fort > 42° 

Kontrollproben mit nativem > ene fi 


| nach 2 Tagen > + 0,29 ° 
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Also laéBt sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (+ Orcinglukuronsiure) bei der Digestion 
stattfand, zu 0,15° rechnen. 

Die Drehung des gekochten Organsafts (+~ Orcinglukuron- 
siiure) verdnderte sich dabei nicht. 


C. Hundeorgane. 





1. Leber. 

ae , sofort bestimmt 1,62 ° 

; mit nativem Organsaft | ~ ae 
Versuchs- | nach 2 Tagen > + 1,03 ° 
yroben sofort > 1,64° 

mit gekochtem > | 7h 
\ nach 2 Tagen » +- 1,62 ° 
; sofort > 2,15° 

Kontrollproben mit nativem > Bike 


¥ 


| nach 2 Tagen 


+ 1,27° 
Also abt sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (+ Orcinglukuronsiure) bei der Digestion 
stattfand, zu 0,29° rechnen. 
Die Drehung des gekochten Organsafts (-+- Orcinglukuron- 
siiure) veriinderte sich dabei nicht merklich. 


2. Milz. 


Der verwandte Organsaft wurde aus 50 g Organbrei und 
100 g Chloroformwasser bereitet. 





_ { sofort bestimmt — 0,47 ° 
mit nativem  Organsaft ; ; 
Versuchs- | nach 2 Tagen > — 0,05 ° 
proben { sofort > — 0,48 ° 
> gekochtem a 
. | nach 2 Tagen > — 0,47 ° 
{ sofort > + 0,07 ° 


Kontrollproben mit nativem > \ ee ; 4.0,03° 
Also l4Bt sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (+ Orcinglukuronsaure) bei der Digestion 
stattfand, zu 0,46° rechnen. 
Die Drehung des gekochten Organsafts (-+- Orcinglukuron- 
siure) verinderte sich dabei nicht merklich. 
18* 
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3. Niere. 


Der verwandte Organsaft wurde aus 40 g Organbrei und 
100 g Chloroformwasser bereitet. 





{ sofort bestimmt — 0,52 ° 
mit nativem Organsaft 

Versuchs- | nach 2 Tagen > — 0,23° 
proben — { sofort . — 0,51° 

> exocntem » 
; . | nach 2 Tagen > — 0,51° 
° { sofort > + 0,02° 
Kontrollproben mit nativem » \ si ici 0.05 ° 
nach ge » — 0,05 


Also la8t sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (-- Orcinglukuronséure) bei der Digestion 
stattfand, zu 0,36° rechnen. 

Die Drehung des gekochten Organsafts (4-- Orcinglukuron- 
siure) verinderte sich dabei nicht. 


4. Blut. 


Das Blut wurde mit doppeltem Volumen Chloroformwasser 
verdiinnt und sogleich zum Zweck verwandt. 





, sofort bestimmt — 0,53 ° 
f 
mit nativem Blut \ h2T 0.520 
nach agen > — 0,52 

Versuchsproben .« , am 

kochtem owe ; — 
> eK » 

6 | nach 2 Tagen > — 0,52 ° 
{ sofort > 0,00 ° 


Kontrollproben mit nativem Blut 


¥ 


| nach 2 Tagen 0,00 ° 
Also spricht das Ergebnis daftir, daf das Hundeblut nicht 
befiihigt ist, die zugesetzte Saure zu spalten. 


D. Hiihnerorgan. 





Leber. 

-_ { sofort bestimmt — 0,41 ° 

; mit nativem Organsaft 
Versuchs- | nach 2 Tagen > —0,18° 
proben — { sofort > — 0,41 ° 

> <ochtem > 

ee | nach 2 Tagen > — 0,42 ° 
, { sofort . +0,12° 
Kontrollproben mit nativem =» \ iis 2 Maen , +.0,07° 
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Also laBt sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (+- Orcinglukuronsiure) bei der Digestion 
stattfand, zu 0,28° rechnen. 

Die Drehung des gekochten Organsafts (-- Orcinglukuron- 
siiure) veranderte sich dabei nicht merklich. 


II. Versuche mit Phloroglucinglukuronsaure. 


Die Isolierung der Phloroglucinglukuronsiure geschah, 
wie friiher angegeben, aus dem Harn des mit Phloroglucin 
gefiitterten Kaninchens als Kaliumsalz. 

5 g des Kaliumsalzes wurden in 50 ccm Wasser gelost 
und zu je einer Probe 2 ccm davon benutzt. 


A. Rinderorgane. 


I. Leber. 
Da in der enteiweifiiten Fliissigkeit reichlich Glykogen 
enthalten war, wurde zur Bestimmung der Drehung doppelt 
verdunnt. 





+ { sofort bestimmt -+ 0,22 ° 
. mit nativem Organsaft : 
Versuchs- \ nach 2 Tagen > + 0,16 ° 
proben { sofort > -+- 0,22 ° 
>» gekochtem > 

\ nach 2 Tagen > -+- 0,23 ° 
io > -+- 0,37 ° 
Kontrollproben mit nativem > nach 2 Tagen ‘ + 0,22 ° 

| (im 1 dm-Rohr). 


Also laft sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (-+ Phloroglucinglukuronséure) bei der 
Digestion stattfand, zu 0,09° rechnen. 

Die Drehung des gekochten Organsafts (-+ Phloroglucin- 
glukuronsdure) veriinderte sich dabei nicht merklich. 





2. Milz. 
— 0 r sofort bestimmt — 0,58 ° 
mit nativem rgansa 
Versuchs- 6 nach 2 Tagen > — (0,51 ° 
proben ' sofort > — 0,59 ° 
mit gekochtem » | . 
| nach 2 Tagen > — 0,58 ® 
sofort > 0,00 ° 
Kontrollproben mit nativem > | 


| nach 2 Tagen x — 0,01 ° 
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Also laBt sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (4- Phloroglucinglukuronsiure) bei der 
Digestion stattfand, zu 0,08° rechnen. 

Die Drehung des gekochten Organsafts (-+- Phloroglucin- 
glukuronsaure) veranderte sich dabei nicht merklich. 








3. Niere. 
Versuch I, 
a { sofort bestimmt — 0,53° 
mit nativem Organsaft . 
Versuchs- | nach 2 Tagen > — 0,51° 
proben _— { sofort > — 0,53° 
» gekochtem > 
ss | nach 2 Tagen > — 0,53° 
: { sofort > + 0,03" 
Kontrollproben mit nativem , 
| nach 2 Tagen > -+- 0,02 ° 
Versuch II. 
' { sofort bestimmt — 0,54° 
: mit nativem Organsaft a 
Versuchs- | nach 2 Tagen > — 0,52° 
roben sofort > — 0,53° 
' k 
» gekochtem > | he eee ’ — 054° 
, ' ; { sofort 2 + 0,03 ° 
Kontrollproben mit nativem > | h2T 0.01° 
nach 2 Tagen > — 0, 


Also laBt sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (-+ Phloroglucinglukuronsdure) bei der 
Digestion stattfand, zu 0,03° bezw. 0,06° rechnen. 

Die Drehung des gekochten Organsafts (+ Phloroglucin- 
glukuronsiure) veranderte sich dabei nicht merklich. 


4. Blut. 


Das Blut wurde mit dem doppelten Volumen Chloroform- 
wasser verdiinnt und sogleich fiir den Versuch verwandt. 





; — Blut { sofort bestimmt — 0,58” 
mit nativem u 
nach 2 Tagen > — 0,58 ° 
Versuchsproben ; ” anes 
» gekochtem » — 7 . 

| nach 2 Tagen > — 0,59” 
sofort > 0,00 ° 

Kontrollproben mit nativem > 
| nach 2 Tagen > 0,00 ° 
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Also spricht das Ergebnis dafiir, da das Rinderblut 
nicht befahigt ist, die zugesetzte Saéure zu spalten. 


Bb. Kaninchenorgane. 
Leber. 


Der verwandte Organsaft wurde aus 70 g Organbrei und 
100 g Chloroformwasser bereitet. 





; { sofort bestimmt — 0,11 ° 
; mit nativem Organsaft 
Versuchs- | nach 2 Tagen , +-0,10° 
proben { sofort > — 0,12° 
» gekochtem » 
| nach 2 Tagen > —0,11° 
. { sofort . -+- 0,46 ° 
Kontrollproben mit nativem > 


| nach 2 Tagen > -+- 0,32° 
Also laBt sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (++ Phloroglucinglukuronsiiure) bei der 
Digestion stattfand, zu 0,35° rechnen. 
Die Drehung des gekochten Organsafts (-+- Phloroglucin- 
glukuronsaure) veriinderte sich dabei nicht merklich. 


C. Hundeorgane. 





1. Leber. 

{ sofort bestimmt -+ 0,43° 

. mit nativem Organsaft | 
Versuchs- | nach 2 Tagen > -+- 0,30° 
proben { sofort » + 0,42° 

>» gekochtem » 
| nach 2 Tagen > + 0,430 
meee —— { sofort > +- 1,00° 
ontrollproben mit nativem > 

| nach 2 Tagen >» +0,67° 


Also laBt sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (+ Phloroglucinglukuronsaure) bei der 
Digestion stattfand, zu 0,20° rechnen. 

Die Drehung des gekochten Organsafts (+- Phloroglucin- 
glukuronsiure) verinderte sich dabei nicht merklich. 


2. Milz. 


Der verwandte Organsaft wurde aus 35 g Organbrei und 
100 g Chloroformwasser bereitet. 
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Bo { sofort bestimmt — 0,55° 

mit nativem Organsaft 
Versuche- \ nach 2 Tagen > — 0,22° 
ben sofort > — 0,56° 

_— >» gekochtem 2 oa 
| nach 2 Tagen > — 0,55 ° 
; sofort > 0,02 ° 

Kontrollproben mit nativem > | sd 

| nach 2 Tagen : — 0,01 ° 


Also laft sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (-+- Phloroglucinglukuronsaure) bei der 
Digestion stattfand, zu 0,36° rechnen. 
Die Drehung des gekochten Organsafts (++ Phloroglucin- 
glukuronsdure) veranderte sich dabei nicht merklich. 
3. Niere. 


Der verwandte Organsaft wurde aus 54 g Organbrei und 
100 g Chloroformwasser bereitet. 





; { sofort bestimmt — 0,53 ° 

; mit nativem Organsaft 
Versuchs- | nach 2 Tagen > — 034° 
proben { sofort » — 0,54° 

» gekochtem > . 
| nach 2 Tagen : — 0,53 ° 
' , { sofort > +- 0,04 ° 

Kontrollproben mit nativem > 

| nach 2 Tagen > 0,00 ° 


Also laBt sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (+ Phloroglucinglukuronséure) bei der 


Digestion stattfand, zu 0,23° rechnen. 
Die Drehung des gekochten Organsafts (++ Phloroglucin- 


glukuronséure) veranderte sich dabei nicht merklich. 
4, Blut. 


Das Blut wurde mit doppeltem Volumen Chloroformwasser 
verdiinnt und sogleich zum Zweck verwandt. 





+ nati Blut { sofort bestimmt — 0,58° 
mit nativem u 

Versuchsproben \ eaiaiiallintidin ° a ail 
» gekochtem » — ‘ <a 
| nach 2 Tagen > — 0,57° 
sofort > 0,00 ° 

Kontrollproben mit nativem > | 
| nach 2 Tagen > 0,00° 


Also spricht das Ergebnis dafiir, daf das Hundeblut nicht 
befiihigt ist, die zugesetzte Saure zu spalten. 





reas 
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D. Hihnerorgan. 





Leber. 
+ nat; 0 , { sofort bestimmt — 0,20° 
mit nativem rgansaft 

Versuchs- . | nach 2 Tagen > — 0,18° 
proben { sofort > — 0,20° 
+ see ° | nach 2 Tagen E — 0,20° 
K — — { sofort > +- 0,38 ° 

‘ontrollproben mit nativem > 
. | nach 2 Tagen > -+-0,31° 


Also lai&t sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (-+- Phloroglucinglukuronséure) bei der 
Digestion stattfand, zu 0,09° rechnen. 

Die Drehung des gekochten Organsaftes (-- Phloroglucin- 
glukuronsdure) veranderte sich dabei nicht. 


Zusammenfassung. 


I. Orcin- und Phloroglucinglukuronsdure, welche Emulsin 
nicht zu spalten vermag, werden durch Ausziige von allen 
bisher untersuchten Organen (Rinderleber, Rindermilz, Rinder- 
niere, Kaninchenleber, Hundeleber, Hundemilz, Hundeniere und 
Hiihnerleber) gespalten. 

II. Die gekochten Organausziige sind nicht mehr fihig, 
die genannten gepaarten Saéuren zu zersetzen. Also ist die 
erwahnte Spaltung wahrscheinlich enzymatischer Natur. 

III. Die genannte Spaltung ist im Blute von Rind und 
Hund nicht nachweisbar. 


Anhang. 


Gelegentlich habe ich mit Urochloralsiéure einige Ver- 
suche angestellt. Die Urochloralsiure wurde nach Mering und 
Musculus') aus dem Harn des mit Chloralhydrat gefiitterten 
Hundes als Kaliumsalz isoliert. 

Zu einer Probe habe ich immer 1,5 ccm 20°/oige Kalium- 
salzlosung verwandt. 


‘) Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 8, S. 662. 
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A. Rinderorgane. 





1. Leber. 

sofort bestimmt 34° 

; mit nativem Organsaft | ses 
Versuchis- | nach 2 Tagen > -+- 0,70° 
proben sofort > 0,34° 

>» gekochtem > +o 
| nach 2 Tagen : + 0,32° 
: sofort > +. 084° 
Kontrollproben mit nativem . | . 
| nach 2 Tagen > -+- 0,65 ° 


Also laft sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (+ Urochloralsiure) bei der Digestion 
stattfand, zu 0,55° rechnen. 

Die Drehung des gekochten Organsafts (+- Urochloral- 
siure) verinderte sich dabei nicht merklich. 





2. Milz. 

sofort bestimmt — 0,47 
, mit nativem Organsaft _ 
Versuchs- | nach 2 Tagen » — 0,17 
proben ict { sofort > — 0,48 ° 
i ainsi . | nach 2 Tagen > — 047° 
. — _ { sofort > + 0,06? 

\ontrollproben mit gekochtem » 
ia | nach 2 Tagen > +- 004° 


Also laBt sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (+- Urochloralsiiure) bei der Digestion 
stattfand, zu 0,32° rechnen. 

Die Drehnng des gekochten Organsafts (-+- Urochloral- 
siiure) veriinderte sich dabei nicht merklich. 


3. Niere. 





| { sofort bestimmt — 0,48 ° 

Versuchs- a See | nach 2 Tagen > — 0,39 ° 
proben ree : { sofort > — 0,50° 
. | nach 2 Tagen > — 0,50° 

; ; . { sofort . + 0,02° 
Kontrollproben mit nativem > eo : 0.00° 


Also lift sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (+- Urochloralsiiure) bei der Digestion 
stattfand, zu O,11° rechnen. 
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Die Drehung des gekochten Organsafts (-+- Urochloral- 
siure) verdnderte sich dabei nicht. 
4, Blut. 
Das Blut wurde mit doppeltem Volumen Chloroformwasser 
verdiinnt und sogleich zum Zweck verwandt. 
Hier habe ich zu einer Probe 2 cem 10°/oiger Lésung 
des urochloralsauren Kaliums verwandt. 





{ sofort bestimmt — 0,39 ° 
mit nativem Blut . oa 
. | nach 2 Tagen > — 0,37 0 
Versuchsproben 
{ sofort > — 0,38 ° 
» gekochtem » ; we 
| nach 2 Tagen » — 0,37 ° 
: { sofort » 0,00 ® 
Kontrollproben mit nativem Blut 
| nach 2 Tagen > 0,00 ° 


Also spricht das Ergebnis dafiir, daf das Rinderblut 
nicht befaihigt ist, die zugesetzte Siiure zu spalten. 


b. Hundeorgane. 





1. Leber. 

’ ; | { sofort bestimmt -+- 1,34° 

mit nativem Organsaft - 5 aia 
Versuchs- | nach 2 Tagen 2 +- 0,73" 
proben { sofort > + 1,28 ° 

>» gekochtem > 

| nach 2 Tagen > +- 1,28? 
F . | sofort ‘ -+-1,84° 

Kontrollproben mit nativem ; mm 
| nach 2 Tagen > -++- 0,75 ° 


Also abt sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (-+ Urochloralsiiure) bei der Digestion statt- 
fand, zu 0,48° rechnen. 

Die Drehung des gekochten Organsafts (-+- Urochlorai- 
sdure) veranderte sich dabei nicht. 

2. Milz. 

Der verwandte Organsaft wurde aus 55 g Organbrei und 

100 g Chloroformwasser bereitet. 


{ sofort bestimmt — 0,40 ° 

: mit nativem Organsaft : ae 

Versuchs- | nach 2 Tagen > — 0,25 ° 

proben | kocl { sofort » — (42° 
» gekochtem » , 

” \ nach 2 Tagen > — ().41 ° 

. { sofort » +-0,10° 

Kontrollproben mit nativem > 


| nach 2 Tagen > +. 0,02" 
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Also laBt sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (-+- Urochloralséure) bei der Digestion 
stattfand, zu 0,23° rechnen. 

Die Drehung des gekochten Organsafts (+ Urochloral- 
siure) verdnderte sich dabei nicht merklich. 


3. Niere. 


Der verwandte Organsaft wurde aus 70 g Organbrei und 
100 g Chloroformwasser bereitet. 


{ sofort bestimmt — 0,42 ° 
mit nativem  Organsaft a 

Versuchs- | nach 2 Tagen > — 0,25 ° 

proben { sofort » — 0,42° 
>» gekochtem > 

| nach 2 Tagen >» —0O,42° 

es — { sofort > -++- 0,09 ° 
ntrollproben mit nativem > 

sii tis | nach 2 Tagen » -+ 0,03 ° 


Also laft sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (-+- Urochloralséure) bei der Digestion 


stattfand, zu 0,23° rechnen. 
Die Drehung des gekochten Organsafts (-+- Urochloral- 


sdure) veranderte sich dabei nicht. 


4. Blut. 


Das Blut wurde mit doppeltem Volumen Chloroformwasser 
verdiinnt und sogleich zum Zweck verwandt. 
Hier habe ich zu einer Probe 2 ccm 10°/oiger Losung 


des urochloralsauren Kaliums verwandt. 


— Blut { sofort bestimmt — 0,38 ° 
mit nativem ut » 

y b | | nach 2 Tagen > — 0,37 ° 

ersuchsproben 
, sofort > — 0,37 ° 
mit gekochtem » i 
nach 2 Tagen » — 0,37 ° 
{ sofort 5 0,00 ° 


Kontrollproben mit nativem Blut 
P 0,00 ° 


v 


| nach 2 Tagen 


Also spricht das Ergebnis dafiir, daf das Hundeblut 
nicht befahigt ist, die zugesetzte Saure zu spalten. 
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C. Hihnerorgan. 


Leber. 
Da in der enteiweifbten Fliissigkeit reichlich Glykogen 
enthalten war, wurde sie zur Bestimmung der Drehung doppelt 
verdinnt. 


{ sofort bestimmt -+ 0,27 ° 

mit nativem Organsaft : 
Versuchs- | nach 2 Tagen > +-(0,22° 
proben { sofort > -+- (),28 ° 
» gekochtem > ae 
| nach 2 Tagen » -+- 0,27 ° 
sofort > +- 0,42 ° 


Kontrollproben mit nativem > nach 2 Tagen ‘ +. 0,16 ° 
| (im 1 dm-Rohr). 

Also laBt sich die Abnahme der Linksdrehung, welche 
im nativen Organsaft (+ Urochloralsiure) bei der Digestion 
stattfand, zu 0,21° rechnen. 

Die Drehung des gekochten Organsafts (-+- Urochloral- 
siure) veranderte sich dabei nicht merklich. 

Daraus geht also hervor, daf die Ausziige von Organen 
(Rinderleber, Rindermilz, Rinderniere, Hundeleber, Hundemilz, 
Hundeniere und Hiihnerleber) Urochloralsdéure zu spalten ver- 
mdgen — das Blut von Rind und Hund besitzt diese Wirkung 
nicht —, und daf diese Erscheinung vielleicht durch ein Enzym 
herbeigefiihrt wird. 











Uber die Einwirkung von Zinkhydroxyd-Ammoniak auf Rhamnose. 
Von 


Adolf Windaus und Arthur Ullrich. 


(Aus dem Institut fiir angewandte medizinische Chemie der Universitat Innsbruck). 


(Der Redaktion zugegangen am 8, Juli 1914.) 


Bei der Zersetzung von Traubenzucker mit Zink- 
hydroxydammoniak haben Windaus und Knoop!) das 4(5)- 
Methyl-imidazol aufgefunden. Andere hydroxylfreie Imid- 
azole entstehen bei dieser Reaktion nicht; denn da sich die 
sekundiren Imidazole gegen Fallungs- und Losungsmittel éhn- 
lich wie 4 (5)-Methyl-imidazol verhalten, so hatten sie sich dem 
Methyl-imidazol beimengen und letzteres verunreinigen miissen. 
Das Oxalat des Methyl-imidazols wurde aber sofort in reinem 
Zustande erhalten. Ebenso wie Traubenzucker verhalten sich 
die anderen untersuchten Hexosen und Pentosen. Auch sie 
liefern bei der Verarbeitung sofort reines Methyl-imidazol. 

Zur Deutung ihres Befundes nahmen Windaus _ und 
Knoop an, daB in einer alkalischen Hexoselésung Methy|- 
glyoxal und Formaldehyd vorhanden sind, die sich mit 
Ammoniak nach der bekannten Debusschen Imidazolsynthese 
kondensieren. Der Nachweis von Formaldehyd in einer alka- 
lischen Zuckerlésung fiihrte sie zu dem SchluB, da hochst 
wahrscheinlich die L6wsche Synthese von Hexosen einen re- 
versiblen Prozef darstellt. Das Methylglyoxal leiteten sie vom 
Glycerinaldehyd ab, der, wie Wohl kurz vorher gezeigt hatte, 
sehr leicht durch Wasserabspaltung in Methylglyoxal tibergeht, 
und wiesen darauf hin, daf8 vermutlich eine Umkehrung der 
Fischerschen Hexosesynthese vorlage. 

Spiiter hat man diese Vorstellung tiber die Umkehrung 
einiger Zuckersynthesen erweitert und die Ansicht vertreten, 


') Chem. Ber., Bd. 38, S. 1166 (1905). 
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daB ganz allgemein die Synthese von Zuckern aus Form- 
aldehyd, Oxyaldehyden oder Oxyketonen einen reversiblen Prozef 
vorstelle. Hiernach sollen sich bei der Behandlung der Glukose 
mit Alkalien neben isomeren Hexosen auch Formaldehyd urd 
Glykolaldehyd sowie Triosen, Tetrosen und Pertosen, aller- 
dings in sehr wechselnden Mengenverhiltnissen, bilden; und 
man hat versucht, alle aus dem Zucker entstehenden Produkte 
auf Grund dieser Hypothese zu deuten. !) 

Die Triosen sowie die héheren Homologen sind aber keine 
Endprodukte; zum Teil kénnen sie die Cannizarosche Um- 
lagerung erleiden, zum Teil gehen sie nach der Wohlschen 
Reaktion in Ketoaldehyde und in Oxysiiuren iiber. So liefert 
z. B. eine Triose zunachst Methylglyoxal und dann Milchsiiure. 
Eine Tetrose liefert zuniichst den folgenden Ketoaldehyd, 
CH,OH—CH,— CO—COH, der sich dann weiter in die a-,-Dioxy- 
buttersdure verwandelt.?) Unter allen diesen Produkten finden 
sich indessen nur 2 hydroxylfreie Spaltstiicke, die fiir die Syn- 
these von Imidazolen in Betracht kommen, nimlich Form- 
aldehyd und Methylglyoxal, und in Ubereinstimmung hiermit steht 
es, dai nur dasjenige Imidazol, welches aus diesen beiden 
Spaltstiicken hervorgehen kann, das 4 (5)-Methyl-imidazol bei 
der Zerlegung von Zucker mit Zinkhydroxydammoniak er- 
halten wird. 

Sehr viel komplizierter liegen die Verhiiltnisse bei der 
Rhamnose: CH, —CHOH—CHOH-—-CHOH— CHOH—CHO. 

1. 2. 3. 4, 5. 6. 

Nehmen wir hier einen ganz entsprechenden Zerfall an, 
wie bei der Glukose, so kénnen wir 4 hydroxylfreje Spaltstiicke 
ableiten, die fiir die Synthese von Imidazolen verwendbar sind. 
Zunichst Formaldehyd aus einem der Kohlenstoffatome 3 bis 6, 
Methylglyoxal aus Kohlenstoffatom 3 bis 5 oder 4 bis 6, Acet- 





1) Windaus, Chem. Zentralbl., 1905, II, S. 35. — Lob, Chem. 
Zentralbl., 1908, II, S. 853 u. 1017; 1909, I, S. 1807 ui 1925; 1909, HI, 
S. 1321; 1910, I, S. 161 u. 427; 1910, Il, S. 556. — Neuberg, Chem. 
Zentralbl., 1908, II, S. 935. — Euler, Chem. Zentralbl., 1906, I, S. 547. — 
Buchner, Meisenheimer, Schade, Chem. Ber., Bd. 39,8. 4224(1906).— 
Embden, Schmitz, Wittenberg, Diese Zeitschrift, Bd. 88, S. 231. 

*) Nef, Liebigs Ann. der Chem., Bd. 376, S. 1 (1910). 
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aldehyd aus Kohlenstoffatom 1 bis 2 und Athylglyoxal aus 
Kohlenstoffatom 1 bis 4. Aus diesen 4 Spaltstiicken kénnen 


sich 4 Imidazole bilden: 


1. CH,CO NH, CH,—C—-NH 
i. + HCHO = Tl >CH + 3H,0 
CHO NH, CH—N 
Methylglyoxal Formaldehyd 4(5)-Methyl-imidazol. 
2. CH,CO NH, CH,C —-NH 
| + + COHCH, = I »C—CH, 
CHO NH, CH—N”* 
Methylglyoxal Acetaldehyd 2, 4(5)-Dimethy!-imidazol. 
3. CH,CH,—CO NH, CH,CH,C —-NH 
= - +- HCHO = n CH 
CHO NH, CH—N 
Athylglyoxal Formaldehyd 4(5)-Athyl-imidazol. 
4. CH,CH,CO NH, CH,CH,C—~— NH 
| + +- COHCH, = | >c—CH, 
CHO NH, CH—N 
Athylglyoxal Acetaldehyd 2-Methyl- 


4(5)-Athyl-imidazol. 


Um zu untersuchen, ob tatsaichlich das Experiment die 
Brauchbarkeit dieser Vorstellungen bestitigen wiirde, haben 
wir Rhamnose mit Zinkhydroxydammoniak behandelt und da- 
bei an sauerstofffreien Imidazolen 4 (5)-Methyl-imidazol und 2,4 
(5)-Dimethyl-imidazol isoliert und sicher identifiziert. Dadurch 
sind Formaldehyd, Acetaldehyd und Methylglyoxal als 
Spaltstiicke bei der Zersetzung der Rhamnose in alkalischer 
Lésung nachgewiesen. Auferdem entsteht noch in geringer 
Menge ein weiteres Imidazol von der Formel C,H,,N,, das 
héchst wahrscheinlich das gesuchte 2-Methyl-4(5)-Athyl-imid- 
azol darstellt. Damit wire das vierte Spaltstiick, das Athyl- 
glyoxal, aufgefunden. Leider ist die Konstitution des Imid- 
azols C,H,,N, nicht ganz sicher gestellt, da uns die Synthese 
dieser Verbindung bisher noch nicht gegliickt ist. 

Bei der Zersetzung der Rhamnose mit Zinkhydroxyd- 
ammoniak werden etwa 35°/o des Materials als unldsliches 
Imidazolzinksalz abgeschieden. In dem léslichen Anteil des 
Reaktionsproduktes finden sich eine ganze Reihe neuer Ver- 
bindungen vor, von denen wir zwei in krystallisierter Form 
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isoliert haben. Die eine, die in etwas grOdferer Menge entsteht, 
besitzt die Formel C,H,,0,N; sie ist unléslich in Wasser, list 
sich leicht sowohl in Séuren als in Alkalien auf. Sie destilliert 
im Vakuum unzersetzt und gibt mit Eisenchlorid eine sehr 
intensive Farbenreaktion von Rot iiber Blau nach Griin. Nach 
ihrem Verhalten handelt es sich in der neuen Verbindung 
wahrscheinlich um ein Dioxypyridinderivat. Der andere Stolf 
entsteht nur in kleineren Mengen und ist eine Base von der 
Formel C,H,ON, wahrscheinlich ein Oxypikolin. 


Um eine reichliche Menge Zinksalz zu erhalten, wurden 
500 g Rhamnose in ein Gemisch von 1 | konzentriertem 
25” oigem Ammoniak und Zinkhydroxyd, welches aus 500 g 
krystallisiertem Zinksulfat hergestellt worden war, eingetragen 
und stehen gelassen. Die dfuferen Erscheinungen waren ganz 
dieselben, wie sie sich bei der Behandlung von Glukose mit 
Zinkhydroxyd-ammoniak gezeigt hatten; die Lisung farbte sich 
allmiahlich gelbbraun und setzte ein gelbes Pulver ab, das 
sich langsam vermehrte. Nach einjihrigem Stehen wurden 
die Zinksalze abfiltriert und mit verdiinntem Ammoniak aus- 
gewaschen. Der besseren Ubersicht halber werden die Zink- 
salze als «Niederschlag A» und das Filtrat als «Lésung B» 


bezeichnet. 


Niederschlag A. 


Der Niederschlag, dessen Menge etwa 160 g_ betrug, 
wurde in verdiinnter Essigsiéure gelést und mit Schwefelwasser- 
stoff zersetzt. Das entstandene Zinksulfid wurde abfiltriert, die 
Losung auf dem Wasserbad konzentriert, mit Pottasche ver- 
setzt und so lange mit Ather extrahiert, bis eine Probe der 
Ausschiittelung mit dtherischer Oxalsiiure keinen Niederschlag 
mehr gab. Die dtherischen Ausschiittelungen wurden vereint, 
konzentriert und mit itherischer Oxalsiure behandelt. Die 
Oxalate fielen hierbei als fein verteilter Niederschlag aus und 
setzten sich allmiéhlich am Boden ab. Sie wurden abge- 
Saugt, ausgewaschen und zur Reinigung mit 95°/oigem Alkohol 
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ausgekocht. Unldslich blieb hierbei die Hauptmenge des 
4(5)-Methyl-imidazoloxalats, die tibrigen Oxalate gingen in 
Losung. 

Das so gewonnene 4(5)-Methyl-imidazol-oxalat schmolz 
bei 205°. Der Mischschmelzpunkt mit 4(5)-Methyl-imidazol- 
oxalat aus Glukose war unveriindert. Aus dem Oxalat wurde 
die freie Base hergestellt, die bei 56° schmolz. Das 4(5)-Methyl- 
imidazol wurde dann noch in das sehr charakteristische Nitro- 
methylimidazol'!) verwandelt. Auch hier ergaben die Misch- 
schmelzpunkte mit den entsprechenden Derivaten eines Methyl- 
imidazols aus Glukose keine Depression. Somit ist die Identitat 
der einen aus Rhamnose erhaltenen Base mit dem 4 (5)-Methyl- 
imidazol sicher bewiesen. Es wurden 48 g Methyl-imidazol- 
oxalat erhalten. 

Das Filtrat des 4 (5)-Methyl-imidazol-oxalats wurde zur 
Gewinnung der iibrigen Basen eingedampft, der Riickstand mit 
Wasser aufgenommen und mit viel fester Pottasche versetzt. 
Die wiisserige LO6sung wurde dann, genau wie oben angegeben, 
so lange mit Ather extrahiert, bis eine Probe der Ausschiitte- 
lung sich mit iitherischer Oxalsiéure nicht mehr triibte. Zur 
weiteren Trennung dieses Basengemisches haben wir uns der 
Pikrate bedient, da diese sich in ihrem Krystallisationsvermégen 
und in ihrer Léslichkeit wesentlich voneinander unterscheiden. 
Zu diesem Zweck wurde die iitherische LoOsung der Basen 
mit einem kleinen Uberschuf von iitherischer Pikrinsiiurelésung 
versetzt und 2 Tage stehen gelassen. Die abgeschiedenen Pi- 
krate wurden abgesaugt, mit etwas Ather gewaschen und aus 
heifem Wasser umkrystallisiert. Wir erhielten 3 Fraktionen. 
Die zuerst abgeschiedenen Krystalle (Pikrat I) wurden abge- 
saugt, ausgewaschen und getrocknet, und schmolzen unscharf 
gegen 113°. Aus der Mutterlauge erhielten wir ein Pikrat II 
vom Schmelzpunkt 136°, und schlieblich beim Einengen und nach 
langerem Stehenlassen ein Pikrat III vom Schmelzpunkt 154°. 
Aus der itherischen Loésung fiel beim Konzentrieren ein Pi- 
krat IV aus, das ebenfalls wie das Pikrat I gegen 114° schmolz. 
Der Schmelzpunkt des Pikrats III stieg nach mehrmaligem Um- 





') Windaus, Chem. Ber., Bd. 42, S, 762 (1909). 
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krystallisieren aus heifem Wasser von 154° auf 159—160°. 
Dies ist der Schmelzpunkt des 4(5)-Methyl-imidazol-pikrats. 
Der Mischschmelzpunkt der beiden Stoffe zeigte keine De- 
pression und bei der weiteren Untersuchung erwies sich das 
Pikrat III als 4(5)-Methyl-imidazol-pikrat. Die Analyse ergab 
folgende Werte: 

3,189 mg Substanz: 0,649 ccm Stickstoff (716 mm, 19,5°). 

C,,H,N,O,. Ber.: N = 22,51 %o. Gef.: N = 22,87%o. 

Das Pikrat II vom Schmelzp. 136° war die Hauptfraktion, 
etwa 20 g. Es wurde ebenfalls aus heifem Wasser umkry- 
stallisiert und so in einheitlich aussehenden Krystallen vom 
Schmelzp. 141—142° erhalten. Dies ist der Schmelzpunkt des 
2,4 (5)-Dimethyl-imidazol-pikrats. Auch hier wurde der Misch- 
schmelzpunkt genommen und keine Depression beobachtet. 
Um ganz sicher zu gehen, wurde aus dem Pikrat die freie 
Jase isoliert. Sie schmolz bei 92° und der Mischschmelzpunkt 
mit dem von Windaus!) synthetisch dargestellien 2,4 (5)-Di- 
methyl-imidazol blieb unveriindert. | 


0.1530 g Substanz: 38.8 cem N (13°, 748 mm). 


C,H, N, Ber.: N = 29,14°%o. Gef.: N = 29,07 %. 

Das Pikrolonat des 2,4(5)-Dimethyl-imidazols schmilzt 
bei ca. 263° unter vollstindiger Zersetzung. Aus Wasser 
krystallisiert es in mikroskopisch feinen Nadeln, die biischel- 
formig angeordnet sind. Auch das Nitrat des 2, 4(5)-Dimethyl- 
imidazols wurde noch bereitet. Es schmolz bei 1383—13%° 
und gab mit dem Nitrat des synthetisch gewonnenen Dimethyl- 
imidazols keine Depression. 

Sehlieblich blieb zur Untersuchung noch das Pikrat | vom 
Schmelzpunkt 113°, das mit dem aus der iitherischen Lésung 
erhaltenen Pikrat [V vom Schmelzpunkt 114° vereinigt wurde. 
Beim Umkrystailisieren aus Wasser zeigte es eine grofe 
Neigung Olig auszufallen und war infolgedessen schwer zu 
reinigen. In diesem Pikrat vermuteten wir das Pikrat des 
Athyl-imidazols, das nach Kolshorn?) bei 117° schmelzen soll. 


') Chem. Ber., Bd. 39, S. 3889 (1906). 
*) Chem. Ber., Bd. 37, S. 2477 (1904). 
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Zum Vergleich haben wir das Athyl-imidazol synthetisch herge- 
stellt, und zwar auf einem anderen Wege als Kolshorn, 
nimlich aus dem Imidazolathylalkohol!) durch Reduktion mit 
Jodwasserstoffsiure im Rohr. Das so erhaltene Athyl-imidazol 
wurde in das Pikrat verwandelt, allein es erwies sich zu 
unserer Uberraschung als verschieden von dem Produkt aus 
Rhamnose. Der Mischschmelzpunkt ergab eine Schmelzpunkts- 
erniedrigung von etwa 15°. Um ganz sicher zu gehen, haben 
wir Herrn Professor Gabriel gebeten, uns eine Probe des 
von seinem Schiller Kolshorn auf ganz anderem Wege er- 
haltenen Produkts zur Verfiigung zu stellen. Herr Professor 
Gabriel hat die Liebenswiirdigkeit gehabt, uns sein Pikrat zu 
schicken, wofiir wir ihm vielmals danken. Das Pikrat zeigte 
ebenfalls mit unserem Pikrat I eine betrichtliche Schmelzpunkts- 
erniedrigung. SchlieBlich ergab die Analyse des Pikrates I, dab 
es noch ein Gemisch ist, da die Werte zwischen Formeln mit 
11 und 12 Kohlenstoffatomen lagen. 
4,227 mg Substanz: 6,48 mg CO, und 1,32 mg H,0. 


3 = 


4102 » » : 6,29 » » » 1,30 » > 

2487 >» > : 0,467 ccm N (733 mm, 19°). 

4,898» » 1: 0,876 » » (733 » 18%). 
C,,H,,N,O,. Ber.: GC = 40,59%o H = 341%  N = 21,54% 
C,,H,,N,O; » : » = 42,46 > = 386 > = 20,65 


Gef.: » = 41,81, 41.82 >» = 3,49,3,55 » = 21,17, 21,11. 

Wir haben darum das Pikrat | vom Schmelzpunkt 114° 

noch mehrmals sorgfiltig umkrystallisiert und dabei in den 

ersten Fraktionen ein Pikrat erhalten, das scharf und konstant 

bei 154° schmolz und in citronengelben, langgestreckten, diinnen 

Niidelchen von ganz einheitlichem Aussehen krystallisierte. Es 

war verschieden von dem 4(5)-Methyl-imidazolpikrat vom 

Schmelzpunkt 159—160° und gab mit diesem eine betriichtliche 

Schmelzpunktsdepression. Wie die Analyse zeigte, ist es das 
Pikrat einer Base von der Formel C,H,,Ng. 

3,748 mg Substanz: 5,845 mg CQ, und 1,34 mg H,0. 


3,601 >» » : 0,654 ccm N (19,5°, 739 mm). 
C,,H,,N,O,. Ber.: C == 42,46°o H = 3,86°%o N = 20,65°/o 
Gef.: » = 42,53 » = 4,00 >» = 20,61 


') Chem. Ber., Bd. 44, S. 1723 (1911). 
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In dieser Base C,H,,N, liegt héchst wahrscheinlich das 
gesuchte 2-Methyl-4(5)-Athyl-imidazol vor. Neben dieser Formel 
wire noch die eines 2,4,5-Trimethyl-imidazols in Betracht zu 
ee ee | 
ziehen, | _7C—CH;. Wir haben darum diesen Stoff, der 

CH,C—N 
bereits in der Literatur beschrieben ist,!) aus Diacetyl, Acet- 
aldehyd und Ammoniak nach der iiblichen Glyoxalinsynthese 
bereitet. Das Pikrat dieser Base schmilzt zwar ahnlich wie 
unser Pikrat, nimlich bei 157°; mit dem Pikrat aus RKhamnose 
tritt indessen eine starke Schmelzpunktsdepression ein. Auch 
die Krystalle sehen unter dem Mikroskop anders aus; die 


Stoffe sind also bestimmt verschieden. 


Losung B. 


Das Filtrat der Zinksalze wurde in einer grofen Porzellan- 
schale auf ein kleines Volumen eingedampft, dann mit Essig- 
siure bis zur deutlich sauren Reaktion versetzt und mit Schwefel- 
wasserstoff bis zur vollstiindigen Ausfallung des Zinks behan- 
delt. Das Zinksulfid wurde abfiltriert, die Losung wieder ein- 
gedampft und nach Zusatz von verdiinnter Schwefelséiure mit 
Ather und Essigester extrahiert. Dann wurde mit Baryum- 
hydroxyd alkalisch gemacht, vom Baryumsulfat abfiltriert und 
wiederum zuerst mit Ather (I), darauf mit Essigester (II) aus- 
geschiittelt. Der Auszug (I) wurde zur Trockene eingedampft 
und hinterliei einen geringen Riickstand, der in Aceton geldést 
und mit einer Losung von Oxalséure in Aceton als Oxalat 
gefallt wurde. Der Niederschlag wurde aus wisserigem Aceton 
umkrystallisiert, abgesaugt, mit Pottaschelésung versetzt und 
die entstandene Base mit Ather ausgeschiittelt. Nach dem Ab- 
dampfen des Athers blieb ein Riickstand, der aus Methylalkohol 
umkrystallisiert wurde. Aus der Lisung schieden sich all- 
mahlich schéne, derbe prismatische Krystalle ab, die nach 
einiger Zeit abgesaugt und getrocknet wurden. Der Stoff 
schmolz unter Wasserverlust gegen 120°. Die Analyse ergab 
die Formel C,H,ON. 


*) Chem. Ber., Bd. 21, S. 1415 (1888). 
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4,282 mg Substanz: 10,44 mg CO, und 2,50 mg H,0. 


4140 » > : 1009 » » » 233 >» » 
2,428 » > : 0,284 ccm N (20°, 733 mm). 
C,H,ON. Ber.: C = 66,12 %/o H = 6,47°/o N = 12,84 


Get.: » = 66,49, 66,47 » = 6,53, 6,30 » = 13,14 


Wegen der sehr geringen Ausbeute ist es leider nicht 
moOglich gewesen, dieses Produkt genauer zu untersuchen. 

Der Essigesterauszug (II) hinterlieB beim Konzentrieren 
sofort eine krystallinische Kruste; die Krystalle wurden mit 
etwas Essigester gewaschen, dann in Alkohol gelést und die 
alkoholische Loésung mit viel Ather versetzt. Der Korper fiel 
in gliinzenden farblosen Krystallnadeln aus und wurde abge- 
saugt und getrocknet. Die Krystalle sind in Wasser schwer 
léslich, leicht léslich dagegen in heifem Alkohol, unldslich in 
Ather und Chloroform. Sie lésen sich leicht sowohl in Sauren 
als auch in Alkalien auf. Die Analyse ergab die Formel 


C,H,,0,N: 
4,331 mg Substanz: 9,995 mg CO, und 2,82 mg H,0. 
4,221 » >» :971 » » » 2675 > » 
4,282 » > : 0,36 ccm N (20°, 719 mm). 
3,287 » >» :0,279 » » (19,59, 711 >» ). 
C,H,,O,N. Ber.: C = 62,70°/o H = 7,24°/o N = 9,15°/o 
Gef.: » = 62,94, 62,74 » = 7,29,7,09 » = 9,27, 9,27 


Der Schmelzpunkt der Verbindung liegt tiber 300°. Im 
Vakuum sublimiert sie bei dieser Temperatur unzersetzt, Kohlen- 
siiure wird dabei nicht abgespalten. Die Substanz zeigt gegen- 
liber Reagentien ein eigenartiges Verhalten. Mit Natronlauge 
entwickelt sie auch beim Erwaérmen kein Ammoniak. Von 
Essigsiiureanhydrid sowie von Benzoylchlorid und Kalilauge wird 
sie nicht angegriffen. Sie enthilt also héchst wahrscheinlich 
tertiiren Stickstoff. Sie reagiert nicht mit Semicarbazid oder 
Nitrophenylhydrazin, diirfte also wahrscheinlich keine Carbonyl- 
gruppe besitzen. Weiter ist sie vollstaindig indifferent gegen 
Diazomethan; sie enthalt also vermutlich auch keine Carboxy]l- 
gruppe. An der Luft ist sie bestindig, dagegen reduziert sie 
sehr leicht ammoniakalische Silberoxydlésung sowie Sublimat 
und Soda. Fehlingsche Lésung wird dagegen nicht reduziert. 
Mit Eisenchlorid gibt die Substanz in grofter Verdiinnung eine 
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charakteristische Farbenreaktion, die zuniachst rot ist, dann 

wird die I'arbe blau und geht allméhlich in griin tiber. In 

schwach alkalischer Lisung liefert sie mit Diazobenzolsulfoséure 

eine Orangefirbung. Mit Jod und Kalilauge entsteht sofort 

Jodoform, woraus zu schlieBen wire, dafi die Verbindung die 
yO 

Gruppe CH,;—C— enthiait. 


Von dieser Verbindung erhielten wir ungefihr 3g. Leider 
ist es nicht méglich, auf Grund der bisherigen Ergebnisse eine 
Konstitutionsformel fiir diesen interessanten Stoff aufzustellen. 
Vielleicht handelt es sich um ein Dioxycollidin oder um ein 
Pyridinderivat von der Formel 

CH, 


Die in der Arbeit angefiihrten Mikroanalysen nach Preg| 
hat grofenteils Herr Dr. Hans Lieb in Graz ausgefiihrt, wofiir 
wir ihm herzlich danken. 








Quantitative Bestimmung des Quecksilbers im Harn. 


Mit einer Abbildung im Text. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. Juni 1914.) 


Angeregt durch einen Berliner praktischen Arzt, welcher 
fiir klinische Zwecke eine quantitative Bestimmungsmethode 
fiir Quecksilber im Harn brauchte, die in einem Tage auszu- 
fiihren sei und keine Schwierigkeiten fiir Ungeiibte bilde, ver- 
suchte ich die qualitative Methode von Salkowski umzuarbeiten 
fiir quantitative Zwecke, was mir auch nach einigen Ande- 
rungen gelang. 

Bekanntlich haben alle Methoden der quantitativen Queck- 
silberbestimmungen im Harn die Eigenschaft, daB sie fiir klinische 
Zwecke aufber ihrer teilweisen schwierigeren Ausfiihrung auch 
zu lange Zeit in Anspruch nehmen. 

Die von mir hier néher zu beschreibende Methode er- 
moglicht es, eine Bestimmung in einem Tage zu machen. Auch 
von Ungeiibten ist die Bestimmung leicht auszufiihren, da es 
nur auf quantitatives Arbeiten und allerdings sehr genaues 
Wagen ankommt. 

Die qualitative Bestimmung von Quecksilber im Harn 
nach E. Salkowski (Diese Zeitschrift (1911), Bd. 72, S. 387ff., 
Bd. 73, 5. 401 ff., Biochem. Zeitschr., 1914, S. 27) beruht auf 
folgendem Prinzip: 

Der Harn wird mit Kaliumchlorat und Salzsiéure oxydiert, 
stark eingedampft, mit Alkohol aufgenommen, von Salzen fil- 
triert, modglichst zur Trockene verdampft, mit Alkohol auf- 
genommen, und mit Ather, ohne vorher abzufiltrieren, gefiillt, 
von Salzen abfiltriert, abermals méglichst zur Trockene ver- 
dampft, mit wenig Wasser aufgenommen, zur Entfernung von 
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harzigen Massen tiichtig geschiittelt, von diesen abfiltriert. In 
diese «Endloésung» wird Kupferblech eingelegt und 1'/2 Stunden 
bei mafiger Temperatur darin gelassen. Nach Waschen mit 
Wasser, Alkohol und Ather werden die Kupferbleche in einem 
Reagierrohr erhitzt, und das sublimierte Quecksilber durch 
Anwendung von Jod in Quecksilberjodid iibergefiihrt. 

Quantitativ verliuft die Bestimmung folgendermafen: 

Das in die «Endlésung» eingelegte Kupferblech wird mit 
dem an ihm haftenden Quecksilber gewogen, sodann im Wasser- 
stoffstrom (zur Verhiitung von Oxydation) erwirmt, wodurch 
das Quecksilber sich verfliichtigt, und hierauf wieder gewogen. 
Die Gewichtsdifferenz ergibt direkt die Quecksilbermenge. 

Ein Unterschied von der Salkowskischen Methode liegt 
fiir den quantitativen Zweck in der Oxydation des Harns. Mit 
Kaliumchlorat und Salzséure gelingt eine solche nicht voll- 
stiindig, bezw. mui die Oxydation in der Regel noch einmal 
wiederholt werden. Es zeigt sich dies beim Erwirmen des 
Kupfers im Wasserstoffstrom, wobei es entweder eine schwarz- 
braune, oder mindestens eine braune Farbe annimmt, und nur 
nach laingerem starken Erhitzen wieder seine Kupferfarbe er- 
halt. Nun hat K. A. Hofmann (Chem. Ber., 1913, S. 1657) 
gezeigt, dafi Chloratlésungen durch Osmium aktiviert werden. 
An Stelle von von Hofmann verwendetem Osmiumtetroxyd 
verwandte ich von Herrn Professor Hofmann mir giitigst zur 
Verfiigung gestelltes Osmiumdioxyd. Dieses oxydiert sich bei 
Gegenwart von Kaliumchlorat und Salzsiéure sofort zu Tetroxyd. 
Die Oxydation des Harns gelingt durch Zusatz von minimalen 
Mengen Osmiumoxyd soweit, dafS das Kupfer beim Erwiirmen 
im Wasserstoffstrom seine Farbe behalt, und die betreffenden 
Analysen vorziiglich stimmen, wohingegen bei Nichtanwendung 
von Osmiumoxyd die Analysen zuviel Quecksilber ergeben. 
Dies hat seinen Grund darin, daf& noch organische Reste auf 
dem Kupfer sich befinden, was auch duferlich dadurch zu 
erkennen ist, dafi die Kupferbleche nach dem Erhitzen im 
Wasserstoffstrom braun bis schwarzbraun aussehen; aufer- 
dem entweicht wahrend des Erhitzens Rauch aus der verwen- 


deten Rohre. 
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Ausfiihrung der Bestimmung. 


Zu 500 ccm menschlichem Harn werden 20 g Kalium- 
chlorat, 40 ccm Salzsiiure von 1,19 D. und etwa 0,01 g Osmium- 
dioxyd!) zugesetzt, und auf dem Wasserbad zur Trockene ver- 
dampft. Hierauf nimmt man mit 100 ccm absolutem Alkohol 
auf, wascht mit ca. 100 ccm absolutem Alkohol nach und engt 
nach Abfiltrieren auf dem Wasserbade miglichst ein. Sodann 
nimmt man, den Angaben von Salkowski entsprechend (Diese 
Zeitschrift, Bd. 72. S. 400), mit 40 ccm absolutem Alkohol 
auf, gibt 60 ccm Ather hinzu, filtriert, wiischt mit zirka den- 
selben Mengen Alkohol und Ather nach, und dampft wiederum 
auf dem Wasserbade modglichst ein. Jetzt nimmt man mit 
moglichst wenig Wasser auf, verreibt «griindlich» mit einem 
Glasstab, damit sich die noch ganz minimalen harzigen Massen 
zusammenziehen, filtriert ab, engt auf ca. 10 ccm ein und 
legt in die auf ca. 30—40° gehaltene «Endlésung» Kupferblech 
ein, elektrolytisches von 0,1 mm (Kahlbaum), wie es auch 
E. Salkowski benutzt hat. Man verwendet jedoch nicht 
Streifen, sondern Stiicke von ca. 6: 10 mm Liinge, im ganzen 
ca. 1,3 g. Man muf darauf achten, daf die Blechstticke méglichst 
verteilt sind und giinzlich in der Fliissigkeit untertauchen. In 
dieser Endlésung bleibt das Kupfer 2 Stunden bei der vorge- 
schriebenen Temperatur liegen. Hierauf wird es sehr griindlich 
mit Wasser, absolutem Alkohol und Ather gewaschen, und im 
Vakuum ca. 20 Minuten getrocknet. Alsdann werden die Kupfer- 
bleche in einem méglichst kleinen Wageglaschen gewogen, und im 
Wasserstoffstrom mit fachelnder Flamme mafig erwarmt. Der 
Wasserstoffstrom wird einem Kippschen Apparat entnommen, 
mit einer sauren, weiter mit einer alkalischen Kaliumper- 
manganatlOsung gewaschen und mit Schwefelsiure getrocknet. 
Zur Aufnahme der Kupferbleche bedient man sich zweckmabig 
eines Filtrierrdhrchens aus Kaliglas, welches etwa 3 cm unter- 
halb des Ansatzes des diinnen Rohres in U-Form ca. 2 cm 


') Hofmann arbeitet teilweise mit Bruchteilen von Milligrammen 
von Osmiumtetroxyd, und ist es also sehr wohl méglich, daf auch weniger 
Dioxyd geniigt. Jedoch habe ich vorliufig davon abgesehen, das Mindest- 


maf von Osmiumoxyd festzustellen. 
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abwarts gebogen ist, und an dieser Stelle mit Eiswasser ge- 
kuhlt wird (der Grund wird weiter unten angegeben), und oben 
in einer Kapillare endigt (siehe Abbildung). 





wa mn 


‘e natiirliche Gréfe 




















Die Kupferbleche werden sodann baldméglichst wieder 
im Vakuum aufgehoben, und nach dem Erkalten gewogen. 
Die Gewichtsdifferenz ergibt direkt die Menge des im Harn 
vorhanden gewesenen Quecksilbers. 

Dem zur Priifung verwendeten menschlichen Harn wurde 
eine bestimmte Menge Quecksilberchlorid zugesetzt, und zwar 
in Mengen von 0,8—2,1 mg Quecksilbergehalt. Beleganalysen 
siehe zum Schluf. 

Das Osmiumoxyd muf naturgemiB bei jeder Analyse frisch 
zugesetzt werden, verteuert aber die Analyse im Verhiltnis 
zu dem verbrauchten Alkohol und Ather nicht. 

Die Kaliréhrchen kénnen weiter benutzt werden, jedoch 
miussen sie vor jeder neuen Bestimmung im trockenen Luft- 
strom erhitzt werden, um das darin befindliche Quecksilber zu 
vertreiben. Kupferbeschlige am Kaliglas nach dem Erwirmen 
im Wasserstoffstrom treten nur dann auf, wenn zu stark erhitzt 
wird, sind jedoch durch noch stiirkeres Erhitzen im getrockneten 
Luftstrom zu vertreiben. Selbstverstiindlich stimmen in diesem 
Fall die Analysen nicht auf !/10 mg. 

Der Grund dafiir, daB die Réhrchen U-f6rmig gebogen 
sind, ist folgender: Wenn man die U-férmig gebogene Stelle 
kiihlt, gelingt es, wenigstens, wenn der Wasserstoffstrom 
richtig eingestelit ist, das gesamte Quecksilber in der Rohre 
vor der gekiihlten Stelle zuriickzuhalten. Jedenfalls konnten 
auf diese Weise durch Uberfiihrung in Quecksilberjodid, indem 
man ein stecknadelkuppegrofes Stiick Jod, aber nicht viel mehr 
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einlegt und im trockenen Luftstrom erwdrmt, noch 0,2 mg 
Quecksilber deutlich nachgewiesen werden. In der Abbildung 
ist ein derartiger, gut krystallinischer Quecksilberjodidnieder- 
schlag von 2,1 mg Quecksilber dargestellt. — Es ist also 
dadurch noch ein qualitativer Beweis fiir die Anwesenheit 
von Quecksilber zu erbringen, selbst wenn die quantitative 
Bestimmung bei ganz minimalen Mengen von Quecksilber 
negativ gewesen sein sollte. 

Die Kupferbleche sind, wie das Osmiumoxyd gleichfalls 
immer frisch zu gebrauchen. Ebenso empfiehlt es sich, so- 
wohl das neue Blech, als auch das augenblicklich verwendete 
stets unter Vakuum aufzuheben, bezw. mdglichst schnell zu 
wiigen, damit ihm mdglichst wenig Zeit geboten wird, sich 
zu oxydieren. Die Kupferbleche sind stets nur mit einer sauberen 
Pinzette anzufassen. 


Beleganalysen. 


I. Analysen ohne Harn, nur zur Feststellung, ob sich 
die Methode iiberhaupt quantitativ verwenden 1a&Bt. 
1. Angewandt: Je 10 ccm einer Losung von 0,1068 g 
Quecksilberchlorid in 1000 cem Wasser = 0,79 mg Quecksilber. 
a) gefunden: 0,0008 g Quecksilber 


b) > 0,0008 » > 
¢) > 0.0009 » > 
d) > 0.0008 » > 


2. Angewandt: Je 10 ccm einer Lésung von 0,2836 g 
Quecksilberchlorid in 1000 ccm Wasser = 2,09 mg Quecksilber. 
a) gefunden: 0,0021 g Quecksilber 

b)  » 0,0020 » > 
I]. Analysen mit 500 ccm Harn, oxydiert mit Kalium- 
chlorat und Salzsiiure. 
1. Angewandt: 0,79 mg Quecksilber, wie sub I, 1. 


A. Ohne Osmiumoxyd gefunden: 0,0014 g Quecksilber, also zu viel durch 
organische Reste. 
B. a) Mit Osmiumoxyd gefunden: 0,0009 g reel organische Sub- 
b) » > 5 0,0008 » > stanzen voll- 
c) > > > 0.0008 » ‘ | standig zerstort. 
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2. Angewandt: 2,09 mg Quecksilber, wie sub I, 2. 


a) Mit Osmiumoxyd gefunden: 0,0020 g Quecksilber 
b) > > > 0,0021 » > 
3. Angewandt: Je 10 cem einer Lisung von 0,1996 g 
Quecksilberchlorid in 1000 ccm Wasser = 1,47 mg Quecksilber. 
A. Ohne Osmiumoxyd gefunden: 0,0021 g Quecksilber, also ebenfalls 
durch organische Reste zu viel, wie sub Il, 1. A. 
B. a) Mit Osmiumoxyd gefunden: 0,0015 g Quecksilber 
b) » > > 0,0014 » > 
Zeitdauer einer Analyse einschlieBlich Oxydation des 
Harns, die allein fiir sich ca. 4 Stunden verlangt, ca. 11 Stunden. 


Zusammenfassung. 


Es ist mdglich, Harn durch Kaliumchlorat und Salzsiiure 
bei Zugabe von Osmiumoxyd in einer Operation soweit zu 
oxydieren, dafi man durch Wiagen von Kupferblech, welches 
man in die durch Fiillung mit Alkohol, Ather und Wasser 
entstandene konzentrierte ,,Endlésung*S legt, mit und ohne 
das anhaftende Quecksilber, den jeweiligen Gehalt an Queck- 
silber im Harn durch Gewichtsdifferenz feststellen kann. 

Inwieweit dies auch bei Organen mdglich ist, wird dem- 
nichst untersucht werden. 


Nachtrag. 


Da man nicht weil, in welcher Verbindung das Queck- 
silber im Harn auftritt, wurde zur Erhiirtung der Genauigkeit 
der Methode wihrend der Drucklegung anstatt Quecksilber- 
chlorid eine sehr komplizierte, nicht ionisierte, organische 
Quecksilberverbindung dem Harn zugesetzt, und zwar: Toxynon 
(acetylaminomercuribenzoesaures Natrium). 

Der Erfolg zeigt, daB auch bei Zusatz derartig kompli- 
zierter Quecksilberverbindungen das Quecksilber bei der be- 
schriebenen Methode quantitativ wiedergefunden wird. 


Beleganalyse: 


Angewandt: 10 ccm einer Lésung von 0,1996 g Toxynon 
in 1000 cem Wasser = 0,95 mg Quecksilber, mit Osmiumdioxyd. 
Gefunden: 0,0008 g Quecksilber. 








Uber die Spaltung organischer Phosphorsdureester. 
Von 


Hans und Beth Euler. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule, Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6, Juli 1914.) 


Die bei der alkoholischen Girung beteiligten Kohlen- 
hydratphosphorsiiureester werden im Verlauf der Garung durch 
ein besonderes Enzym gespalten, welches von den Entdeckern, 
Harden und Young,!) als Hexosenphosphatase bezeichnet 
wurde, da es sich nach der Auffassung dieser Forscher nur 
um die Spaltung eines Hexosephosphorsiureesters handelt. 
Da sich gleichzeitig mit diesem Ester nach Euler und Fodor?) 
ein Triosemonophosphorsiiureester bildet, so ware noch ein 
zweites hydrolysierendes Enzym, Triosephosphatase, anzu- 
nehmen, iiber dessen Existenz einstweilen noch nichts bekannt 
ist. Wir wollen im folgenden die beiden Enzyme unter der 
Bezeichnung Kohlenhydratphosphatase zusammenfassen. 

Die Kohlenhydratphosphatase hat sich aus dem Hefe- 
prebsaft bis jetzt noch nicht isolieren lassen. Da das Enzym 
und sein Verhiiltnis zum synthetisierenden Agens, der Phos- 
phatase, besonderes theoretisches Interesse beansprucht, so ist 
der eine von uns bereits seit liingerer Zeit mit Versuchen 
beschiiftigt, ein an Phosphatase reiches Material zu finden. 

Die ersten Versuche*) wurden mit Pepsinlisung, Pan- 
kreatinldsung, Darmextrakt eines Kaninchens, mit defibriniertem 
Blut und mit Maceration der Nieren eines Kaninchens ange- 
stellt und ergaben durchgehends eine geringe Wirkung. 


') Proc. Roy. Soc., Bd. 82, S. 321, 1910. 
2) Biochem. Zeitschr., Bd. 36, S. 401, 1911. 
‘) Euler und Funke, Bd. 77, S. 488, 1912. 
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Bald darauf wurden diese Versuche mit der Darmschleim- 
haut eines Schweines und mit Pferdenieren fortgesetzt!) und 
zwar mit stirker positivem Erfolg. Die Versuche wurden 
wiederum unter mdglichst peinlicher Einhaltung aseptischer 
Bedingungen und unter Zusatz von Toluol ausgefiihrt. Der 
Versuch mit Pferdenieren wurde in folgender Weise angestellt : 

25 ccm Extrakt und 25 cem 5°/oige Lésung des Natriumphosphor- 
siiureesters wurden gemischt und mit 0,5 ccm Toluol versetzt; der Lésung 
wurden von Zeit zu Zeit Proben entnommen, welche die folgenden Zahlen 
ergaben: 

URGE . «ss es 0 2 1d 24 x 
in 10 ccm g Mg,P,0, 0 0,0061 0,0054 0.0144 0,1321 

Es wurde also eine mefbare, aber geringe Spaltung er- 
zielt. Eine stiirkere Spaltung bewirken Bakterien. Mit einer 
Aufschlemmung von Bacterium coli fand der eine von uns eine 
deutliche und ziemlich erhebliche Spaltung des Natriumsalzes 
des Kohlenhydratphosphorséureesters. 

Bald nach dieser Arbeit erschien eine Mitteilung von 
Harding,?) in welcher tiber ihnliche enzymatische Spaltungs- 
versuche berichtet wird. 

Autolysierter Ochsenpankreas erwies sich fast wirkungslos 
gegentiber Hexosephosphat. Ricinuslipase und Emulsin, ferner 
Zyminextrakt zeigen eine geringe hydrolytische Wirkung. Autoly- 
sierter HefepreBsaft und die Alkohol-Ather-Fiillung desselben 
besitzt eine deutliche Aktivitit. 

Diese Versuche sind neuerdings von R. H. A. Plimmer ?) 
weiter fortgesetzt worden. Plimmer erhielt ziemlich weit- 
gehende Spaltung des von Young dargestellten Hexosephos- 
phats durch Darmextrakt und Gehirnextrakt. 

Kommt es nur darauf an, schnell eine gréfere Menge 
Kohlenhydratphosphat zu spalten, so empfiehlt es sich, nicht 
den Extrakt der Darmschleimhaut, sondern diese selbst mit dem 
Ester in Beriihrung zu bringen. Die Ergebnisse sind physio- 
logisch nicht eindeutig, da ja Darmbakterien in grober Menge 


1) Euler, Thorin und Johansson, Bd. 79, S. 375, 1912. 
*) Proc. Roy. Soc. Bd. 83, S. 418, 1912. 
3) Biochemical Journal, Bd. 7, S. 43, 1913. 
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anwesend sind, welche, wie oben erwiahnt, eine kraftige spal- 
tende Wirkung ausiiben. 

Immerhin verliefen auch diese Spaltungen noch ziemlich 
langsam, so daf} wir unsere schon vor Erscheinen der Arbeit 
von Plimmer ausgefiihrten Versuche fortsetzten. 

Es mag gleich von vornherein gesagt werden, dafi wir 
zu einer befriedigenden Liésung unserer Aufgabe noch nicht 
gekommen sind. 

Indessen haben wir bei der Untersuchung sehr verschie- 
denen Materials einige Beobachtungen tiber das Vorkommen 
von Phosphatase gemacht, welche uns der weiteren Verfolgung 
wert erscheinen. 

Wir erwihnen zuniachst einen Versuch mit Extrakt von 
griinen Blattern: 100 g Ahornblitter wurden mit der 5-fachen 
Menge Wasser verrieben und die Masse wurde dann abgeprebt. 
Ohne Zusatz enthielt der Blitterextrakt 21mg freie Phosphorsiure. 

Zu 50 cem Blatterextrakt wurden ungefahr 10 cem 20°/oige 
Losung des Natriumphosphorsaureesters und 0,5 ccm Toluol 
gesetzt, und der Mischung wurden von Zeit zu Zeit Proben 
entnommen. Nach Abzug der aus den blattern stammenden 
Phosphorsiiure stellt sich das Ergebnis der Analysen folgen- 
dermaben: 

Stunden ...... 0 3 9 23 x 
in 10 ccm g P,O,Mg, 0,0000 0,0041 0,0162 00,0311 — 0,20 

Eine Zunahme der Bakterienzahl war in dieser Zeit 
nicht eingetreten. Die Versuchsldsung war so nahe neutral, 
dai eine nicht enzymatische Spaltung durch ihre freien H- und 
OH-ion, wie besonders festgestellt wurde, nicht eintrat. 

Bemerkenswerter als diese immerhin schwache Phospha- 
tasewirkung scheint uns das allméhliche Auftreten der Phos- 
phatase in keimenden Samen. 

600 Gerstenkérner wurden in einem Keimungsapparat 
gleichmiibig bei 18° in feuchtem Sand zur Keimung gebracht. 
Zu Beginn des Versuchs und dann in Zwischenréumen von 
etwa 20 Stunden wurden je unter Zusatz einiger Tropfen Toluol 
40 Gerstenkérner mit Seesand gemahlen und der brei wurde 
wiihrend zwei Stunden mit 100 cem Wasser extrahiert. Ein 
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Parallelversuch (mit Par. bezeichnet) wurde mit 20 Kérnern 
und 50 ccm Wasser angestellt, um den Gehalt der Samen 
selbst an freiem PO, zu ermitteln. 

Nun wurden 25 ccm Samenextrakt und 25 ecm einer etwa 
5°/oigen LOsung des Natriumphosphorsiureesters gemischt, und 
Proben von 10 ccm wurden von Zeit zu Zeit analysiert. 

Die gewonnenen Zahlen zeigen deutlich, wie die Fihigkeit 
der Korner zur Phosphoresterhydrolyse mit fortschreitender 
Keimung ansteigt, und zwar wird nach etwa vier Tagen ein 
Maximum erreicht. 

Weitere Versuche miissen zeigen, in welchem Grade diese 
Spaltung durch eine gleichzeitig stattfindende Bindung anorga- 
nischen Phosphors beeinfluBt sind. DaB eine solche gleichzeitige 
Synthese stattfindet, wird nicht nur durch den Gang der obigen 
Zahlen wahrscheinlich gemacht, sondern auch durch die friiher 
von Euler und Kullberg mit Hafer gewonnenen gefundenen 
Synthesen. 

Zwei lingere Versuchsserien wurden angestellt, und zwar 
vor beginn des Keimens und eine zweite nach etwa dreitigiger 
(65 stiindiger) Keimung. 

In den folgenden Tabeilen ist der aus den Kornern selbst 
stammende PO,-Gehalt abgezogen. 

Serie I. — Vor der Keimung. 
Stunden. ..... 10 22 28 35 45 62 @ 
in 10 cemmg P,O,Mg,O O58 1,6 1,3 41 80 142 


Serie Il. — Nach 65stiindiger Keimung. 
StURGOM. «2.6 - eee BW 21 27 32 38 50 oe 
in 10 com mg P,O,Mg,. 10 17,8 30,5 37,7 — 48,0 150 


Nach den iibrigen Keimungszeiten wurde der Gehalt an 
freiem Phosphat nur in der Ausgangslésung und nach 32 stiindiger 
Hydrolyse untersucht. In der umstehenden Tabelle stellen wir 
die erhaltenen Resultate zusammen: 

Der Gehalt der ungekeimten Gerstenkérner an organisch 
gebundenem, extrahierbarem PO, entsprach 11 mg; das wih- 
rend der Hydrolyse bei obigen Versuchen frei gemachte PO, 
stammt also zum allergréBten Teil aus dem zugesetzten Kohlen- 


hydratphosphorsiureester. 
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Keimungszeit | mg P,O,Mg, | Hydrolysierter Ester 
in Stunden | nach 32stiindiger Hydrolyse | in %o 
0 1,2 0,8 
20 | 7 4,6 
42 | 19 12,6 
65 | 37,7 25,1 
93 | 41,0 27,0 
120 | 34,0 22,5 











Durch die Arbeiten von L.| wanow?) und vonN. Iwanow?) 
ist der sehr interessante Nachweis erbracht worden, daf der 
Eiweibzerfall in der Pflanzenzelle in hohem Grade von ihrem 
Phosphorgehalt abhangig ist. Es ist darnach anzunehmen, daB&B 
die Bildung und Spaltung der Kohlenhydratphosphorester beim 
Eiweibumsatz eine nicht unwesentliche Rolle spielt. 

Unsere Versuche werden, besonders unter diesem Ge- 


‘) L. lwanow, Uber die Umwandlung des Phosphors in der Pflanze 
im Zusammenhang mit dem Eiweifumsatz. Petersburg 1905. 
*) N. lwanow, Zeitschr. f. Garungsphysiol., Bd. 1, S. 230, 1912. 












































Zur Kenntnis der Atherschwefelsauren. 
Von 


Max Federer. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Juli 1914.) 


Vor einigen Jahren hat Sato’) im hiesigen Laboratorium 
Versuche tiber die Frage ausgefiihrt, welche Bindungsform der 
Schwefel schwefelhaltiger Substanzen haben miisse, um -— 
wenigstens teilweise -—- als Atherschwefelsiiure im Harn zu 
erscheinen. Hierzu mufte dem Organismus gleichzeitig der 
zur Bildung der Atherschwefelsiure erforderliche Paarling der 
aromatischen Reihe zugeftihrt werden. Als solcher diente Phenol. 
Es ergab sich, dafs Cystin und feinverteilter Schwefel, Sulfidal 
des Handels, in geringerem Grade auch Schwefelharnstoff im- 
stande sind, eine Steigerung der Phenolschwefelsiiure herbei- 
zufiihren, ohne dafi indessen diese Kérper bei dem immerhin 
geringen Umfange der Atherschwefelsiiurebildung als wirksame 
Antidote der Phenolvergiftung betrachtet werden kénnen. In 
einem Versuche nun, in welechem Sato Sulfoharnstoff ohne 
Phenol gab, schien aber auch dieser allein schon eine Steige- 
rung der Atherschwefelsiiureausscheidung zu bewirken. Diese 
auffallende Beobachtung wurde dann von Masuda?) weiter 
verfolgt und von ihm mit Sicherheit festgestellt, daf Sulfoharn- 
stoff eine Steigerung der Atherschwefelsiiueausscheidung beim 
Kaninchen herbeifiihrt. 

Fast gleichzeitig wurde dasselbe von Konschegg*) am 
Hund beobachtet, wenn auch die Steigerung der Atherschwefel- 
saure hier nur sehr gering war. 

Kojo*) wiederholte diese Versuche am Hunde und er- 


') Diese Zeitschrift, Bd. 63, S. 378 (1909). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 67, S. 28 (1910). 
*) Arch. f. exp. Pathologie u. Pharm, Bd. 62, S. 502 (1910). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 159 (1911). 
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hielt in lang ausgedehnten Versuchsreihen am Hund sowohl 
nach Darreichung von Schwefelharnstoff als von Sulfidal recht 
erhebliche Steigerungen der Atherschwefelsdure. 

Nachdem nun E. Salkowski') gefunden hat, dafh die 
Quantitét des «Nichtsulfatschwefels» im Harn bei Fiitterung 
mit Weifkohl weit grO8er ist, als bei Fiitterung mit Mohrriiben, 
lag es nahe, die Frage aufzuwerfen, ob nicht auch bei dieser 
von Natur aus schwefelreicheren Nahrung die Quantitaét der 
Atherschwefelsiiure grifer sei als bei einer schwefeliirmeren. 
Diese Méglichkeit lag um so niiher, als auch die Gesamtschwefel- 
siiureausscheidung bei «Weifkohlkaninchen» weit gr6fer ist, 
als bei «Mohrriibenkaninchen ».?) 

Auf Veranlassung von Prof. E. Salkowski habe ich 
mich mit dieser Frage und einer sich daran anschliefenden 
beschaftigt. 

Ein Kaninchen wurde 6 Tage mit Kohl und 6 Tage mit 
Mohrriiben gefiittert, der Harn jeden Tag entnommen und zu- 
gleich die Blase des Kaninchens jedesmal ausgedriickt. In 
jeder Portion wurde die Gesamtschwefelsaéure und der Stick- 
stoff bestimmt. Die Resultate sind in der umstehenden Ta- 
belle | wiedergegeben. 

Zum Schlusse des Versuches verweigerte das Kaninchen 
weitere Nahrungsaufnahme und wurde zur Erholung in den 
Stall gegeben. Die grofen Schwankungen des N-Gehaltes 
weisen tibrigens auf ein nicht ganz normales Verhalten des 
Tieres auch wihrend des Versuches hin. Bei der Berechnung 
der Mittelwerte fiir die Mohrriibenfiitterung wurden die ersten 
2 Tage nicht beriicksichtigt, da sie offenbar noch unter dem 
Kinflusse der vorangegangenen Kohlfiitterung stehen. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 89, S. 485 (1914). 

*) Dieses letztere Argument hat allerdings inzwischen seine Unter- 
lage eingebiift, da es sich gezeigt hat, dah die gréfere Schwefelsaure- 
ausscheidung bei Weifikohlfiitterung dem weit héheren Gehalt des Weif- 
kohls an Sulfaten gegeniiber den Mohrriiben entspricht. Die Arbeit be- 
findet sich im Druck und erscheint demnachst in dieser Zeitschrift. 


Anm. bei d. Korrektur: Die Arbeit ist inzwischen in dieser 
Zeitschrift, Bd. 92, S. 89 erschienen. 
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Tabelle I. 
TT TNL 





Gesamt- Re cart a. | 
Datum |8¢hwefelsdure she boca | yw OPN: Sul- Bemerkungen 
als | als S| ..aJs achwefel- | fat-S 
BaSO, | * BaSO, sure =1: | 
16,2. |1,7388'0,2388] 0,0989| 17,5 |1,1760] 4,9 |Kohifatterung 
17. 1,56610,2151] 01155] 135 | 41,1944] 5,5 
18, | 1,647510,2261] 0,1075] 15,3 |1,0675] 4,7 
19.  |0,8040.0,1104] 0,0572 | 140 [05460] 49 
20, 1,44830,1988] 0,1055 | 13,7 |1,1760] 5,9 
21. | 1,61600,2219] 0,0930 | 17,3 | 1,2005] 5,4 





Mitel. . | 1,47010,2018] 00963] 15.2 |1.0601] 52 
22/2. |0,71100,0976} 0,0660 | 10,7 |0,8620] 88 | Mohrriiben- 
5.2 


























23, 1,15780,1590] 0,0662 10,8 |0,8330] 5, fitterung 
24, 0,4193 0,0576 | 0,0620 6,8 |0,7350] 12,7 
25, 0,2352 0,0323| 0,0667 3,5 | 0,7105] 22.0 
26. 0,2474,0,0340 | 0,0593 4,2 |0,6125] 18,0 
27. 0,4010.0,0551] 0,1125 3,6 | 0,9275] 16,8 
Mittelwerte: 
1,4701|0,2018] 0,0963 | 15,2 |1,0601] 5,2 | Kohl 
0,3257/0,0447] 0,0676 4,5 aa 17,4 | Mohrriiben 














Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, ist die Ausscheidung 
der Gesamtschwefelsiure bei Kohlfiitterung nicht durch die 
Vermehrung der Atherschwefelsiiure, sondern durch die des 
Sulfatschwefels bedingt; immerhin ist auch eine Steigerung 
der Atherschwefelsiiure bemerkbar. Wihrend aber die abso- 
lute Menge der Atherschwefelsiiure nur wenig ansteigt, ver- 
mehrt sich der Sulfatschwefel fast auf das Dreifache. Dem- 
entsprechend steigt das Verhiltnis der Sulfatschwefelsiure zur 
Atherschwefelsiiure von 4,5:1 auf 15,2: 1. 

Material zur Beurteilung dieser Frage liegt iibrigens auch 
in den Versuchen Masudas vor, insofern dieser an den 10 
der Verabreichung von Schwefelharnstoff vorangehenden Normal- 
tagen die Atherschwefelsiiure bestimmte. Darnach betrug die 
Ausscheidung an Atherschwefelsiiure ausgedriickt als BaSO, 

21" 
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an den Normaltagen bei Fiitterung mit Weifikoh! 0,071 g pro 
Tag, bei Fiitterung mit Futterriiben und 20 g Dextrin nur 
0,025 g. Allerdings ist dabei zu beachten, dafi das Tier nur 
100 g Futterriiben pro Tag erhielt, die Werte also nicht direkt 
vergleichbar sind. 

Der N-Gehalt des Harns betriigt bei Mohrriibenfiitterung 
ea. 0,75 g, bei Kohlfiitterung ca. 1,1 g pro Tag. Da die Ge- 
samtschwefelsiure aber weit hdher ansteigt, betragt das Ver- 
hiltnis von N: Sulfatschwefel im ersten Falle 17: 1, im 
letztern 5: 1. 

Aus den von Sato angestellten Versuchen geht mit 
Sicherheit hervor, daf die Bildung der Atherschwefelsiuren 
bei gleichzeitiger Zufuhr von Phenol und schwefelhaltigen 
Substanzen weit erheblicher gesteigert wird als bei Zufuhr 
schwefelhaltiger Substanzen allein. In analoger Weise war 
die Méglichkeit gegeben, bei Fiitterung mit dem im Verhiiltnis 
zu Mohrriiben weit schwefelreicheren Kohl die Atherschwefel- 
siuren im Harn zu vermehren und dadurch eine grOdfere Ent- 
giftung des Phenols durch ein natiirliches Futter zu bewirken. 

Kin zu diesem Zwecke angestellter Versuch zeigte jedoch 
nicht den erwarteten Verlauf. Wie aus der Tabelle II ersicht- 
lich ist, steigt bei Mohrriibenfiitterung unter dem Einflusse des 
Phenols der Wert fiir Atherschwefelsiiure auf ca. das 3 fache, 
bei Kohlfiitterung nur auf ca. das 1'/2 fache. 


Tabelle II. 


























Gesamt- Ather- Gesaint- 
Datum schwelel grea, N N:Sul- a eel Bemerkungen 
als Lois S als fat-S schwefel- 
Bas0, | BaSQ, siiure 
15./3. | 0,4700 0,0645 | 0,0717 [00,6300] 9,8 6,6 Mohrriiben 
16. | 0,3515.0,0483] 0,0696 | 0,6125] 12,7 5,1 
17. 0,3045,0,0418 | 0,0653 | 0,7875} 18,8 4,7 
18. |0,3125.0,0429] 0,1717 |.0,7350} 17,1 1,8 | 
19. 10,3039 0,0417] 0,1904 | 0,7000] 16,8 1.6 Bhat 
20. 10,3065 0.0421] 0,1763 |0,7700] 18,3 7 ; | 
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(Fortsetzung.) 























Gesamt- Ather- Gesamt- 
ee schwefel- schwefel- 
Datum siiure N N: 5S Jsdure : Athyl-| Bemerkungen 
als ie @ als schwefel- 
BaSO, a's 7 BaSO, siiure 
21./3. | 1,1515 0,1581 | 0,1706 |1,0750] 6,8 6,7 Kohl 
22, 1,2132 0,1666 | 0.1156 | 1,0920] 6,5 10,7 
23. 1,2810.0,1759 | 0.1124 [0.9870] 5.6 11,4 
24, 1.3596 0,1867 | 0,2008 [00,7560] 4,0 6,8 | 
4g 
25. |1.3152.0,1806] 0.1815 |0,8400] 4,6 7.3 ger 
26. | 1,3326'0,1830 | 0,1976 |0,7980] 4,4 6,7 | 
Mittelwerte: 
0,3752'0,0515 | 0,0688 |.0,6766] 13,8 5,5 Mohrriiben 
0,3076,0,0422 | 0,1795 10,7350] 17.4 1,7 Mohrriiben 
| -++- Phenol 
1,2152/0,1669 | 0,1329 [11,0513] 6,3 96 Kohl 
1.3358 018384] 0,1933 [0.7980] 4,3 6,9 Kohl+-Phenol 





























Beitrage zur Kenntnis der Lipoide des menschlichen Serums 
und zur Methodik der Lipoidbestimmung. 


Von 


Dr. phil. et med. W. Klein und L. Dinkin. 


(Aus der Wissenschaftlichen Abteilung des Institutes fiir Krebsforschung in Heidelberg 
(Direktor Exzellenz Czerny) und der med, Poliklinik (Direktor Geh. Rat Fleiner),) 


(Der Redaktion zugegangen am 18, Juli 1914.) 


Einleitung. 


Die Lipoide des Serums sind in der neueren Zeit Gegen- 
stand vieler Untersuchungen gewesen, welche einerseits ihre 
Beziehungen zum Gesamtstoffwechsel und anderseits ihre Be- 
deutung fiir die serologischen Reaktionen festzustellen suchten. 

Der Begriff der Lipoide wird bekanntlich heutzutage nicht 
einheitlich aufgefaBbt. Wahrend eine Anzahl Autoren nur die 
fettaihnlichen Stoffe, naémlich das Cholesterin, die Phosphatide, 
die Cerebroside u. a., als Lipoide bezeichnen, werden von 
anderen iiberhaupt alle in Ather, Alkohol und dhnlichen Sol- 
ventien losliche Substanzen zu den Lipoiden gerechnet, wodurch 
natiirlich die Grenze zu weit gezogen wird. Diese Unklarheit 
resultiert nicht zum geringsten Teil aus der mangelhaften 
chemischen Kenntnis der Lipoide, die besonders in dem 
schwierigen Gebiet der Phosphatide auffallt. Auch die Chemie 
der Cholesterine lift noch viele Fragen unbeantwortet. 

Ebenso ungeniigend sind unsere Kenntnisse tber die Art 
und Weise, wie die Lipoide in den Organismus gelangen. 
Soweit man iiber diese zurzeit in lebhaftem Flu begriffene 
Frage urteilen kann, ist sie fiir die verschiedenen Lipoide 
nicht einheitlich. 
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Lange Zeit glaubte man die Herkunft des Cholesterins 
im Organismus mit der Anschauung von Naunyn erkliren zu 
koénnen, welcher das Cholesterin als ein Produkt des Stoff- 
wechsels der Gewebszellen auffaBte. So sollte z. B. das Chole- 
sterin der Galle aus den Epithelzellen der Gallengiinge stammen. 
Aber eine synthetische Fahigkeit des Organismus ist bis heute 
fiir das Cholesterin noch nicht bewiesen. Vielmehr ist durch 
die Untersuchungen von Goodman, Aschoff, Réhmann 
und Bacmeister eine weitgehende Resorption des verfiitterten 
Cholesterins bei pflanzen- und fleischfressenden Tieren nach- 
gewiesen worden. Dabei war auch je nach dem jeweiligen 
Cholesteringehalt der Nahrung eine entsprechende Zu- bezw. 
Abnahme des Cholesteringehaltes der Galle, des Serums und 
verschiedener Organe zu konstatieren. Es ist also nach 
alledem moglich, daB das Cholesterin des tierischen Organismus 
der Nahrung entstammt, wobei wohl eine Umwandlung der 
pflanzlichen Cholesterine (sogen. Phytosterine) in tierische 
Cholesterine anzunehmen ist. 

Beziiglich der Phosphatide sind dagegen in der neueren 
Zeit eine Reihe Versuche angestellt worden, die eine Synthese 
im Organismus beweisen sollten. Reicher, der Triglyceride 
verfiitterte, fand im Blute nicht nur eine Vermehrung der 
Neutralfette, sondern auch der Phosphatide und der Cholesterin- 
ester, woraus er auf eine, allerdings nur indirekt bewiesene, 
Bildung von Phosphatiden schliefen will. Auch die Vermehrung 
der Phosphatide bei den Tieren mit Phosphorvergiftung will 
der genannte Autor als einen Beweis der Synthese auffassen. 
SchlieBlich wiirden die Fiitterungsversuche von Gregersen 
und Fingerling an Mausen bezw. Enten ebenfalls fiir eine 
Synthese der Phosphatide aus anorganischen Phosphaten 
sprechen. Die Herkunft der tibrigen Bestandteile, besonders 
der stickstoffhaltigen, wie des Cholins u. a. im einzelnen 
nicht isolierten stickstoffhaltigen Konstituenten, bleibt aller- 
dings unklar. 

Anderseits wird angegeben, daB das Lecithin ein unum- 
ganglicher Bestandteil der Nahrung sei und dai Versuchstiere 
bei lipoidfreier Nahrung, auch bei reichlicher Zufuhr von an- 
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organischen Phosphaten doch zugrunde gehen (ROhl, Stepp, 
Heubner). Den Tod der Tiere haben Dezani u. a. nach 
iihnlichen Fiitterungsversuchen dem Mangel an Cholesterin zu- 
geschrieben. Diese Widerspriiche sind anscheinend zum Teil 
der schon oben erwiihnten Unsicherheit, die auf dem Gebiete 
der Lipoidchemie herrscht, zuzuschreiben; wir sind hier vor- 
laufig nur auf Vermutungen angewiesen. 

Aus dem Magendarmkanal gelangen dann die Lipoide 
hOchstwahrscheinlich ebenso wie das Fett auf dem Lymph- 
wege in die Blutbahn und bilden einen Bestandteil des Serums. 
Die Analysen des letzteren, wie sie mit Beriicksichtigung des 
Cholesterins besonders von Grigaut und seinen Schiilern aus- 
gefiihrt wurden, ergaben, dah sein Gehalt an Lipoiden (Cho- 
lesterin) schon unter physiologischen Verhiltnissen bedeutend 
schwankt. 

Von den verschiedenen Lipoiden wurde in der letzten 
Zeit besonders das Verhalten des Cholesterins und zwar des 
Gesamtcholesterins studiert, weil es durch die neueren Unter- 
suchungsmethoden am zuginglichsten geworden ist, und seine 
Bestimmung auch in der Klinik leicht durzufiihren ist. Diese 
Untersuchungen ergaben eine Erhéhung des Cholesteringehaltes 
des Serums nach der Nahrungsaufnahme, bei der Graviditat, 
bei einigen schweren Stoffwechselerkrankungen (Diabetes, 
Fettsucht), bei Nephritis und Atheromatose. Pathologische 
Verdinderungen der letzteren Art wurden bekanntlich von 
Aschoff, Wacker und Hueck kiinstlich durch Chole- 
sterinfiitterung an Tieren erzeugt. Eine Verminderung des 
Cholesterins wurde bei vielen akuten und chronischen Erkran- 
kungen und bei malignen Tumoren, soweit sie mit Kachexie 
einhergehen, konstatiert (Grigaut, Birger und Beumer, 
Klinkert, Henes, Obakewitsch u. a.). Bei Lves wurde von 
einigen Autoren eine Vermehrung konstatiert, von anderen 
dagegen normale Werte oder sogar eine Verminderung vor- 
gefunden. In Anbetracht dieser Variationen des Lipoidgehaltes 
des Serums bei verschiedenen pathologischen Zustanden mubh 
man die Moglichkeit zugeben, daB auBer dem Ubertritt der 
fettiihnlichen Substanzen in das Serum aus der Nahrung noch 
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ein Teil — vielleicht der gréfere — aus Organzellen, Fett- 
depots und evtl. der Galle hineingelangt. Ist schon der Mecha- 
nismus der Resorption und Assimilierung vom Darm aus in 
allen Einzelheiten noch nicht geniigend erforscht, so ist diese 
Art der Abgabe von fettahnlichen Substanzen aus den Gewebs- 
zellen (Blutkorperchen, Nervenzellen etc.) an das Serum beziig- 
lich der Prozesse, die sich dabei abspielen, noch riitselhaft 
und ebenso problematisch, wie die funktionelle Bedeutung der 
Lipoide. Nach alledem ist die Scheidung der Serumlipoide 
ihrer Herkunft nach zurzeit noch nicht durchfiihrbar. 

Der tierische Organismus scheint die Fiihigkeit zu haben, 
die Menge der Lipoide im Serum immer anniihernd auf einem 
konstanten Niveau zu erhalten. Wenn man niimlich den Nah- 
rungseinflufi ausschaltet, also das Serum im niichternen Zu- 
stande untersucht, so findet man (nach Wacker und Hueck) 
den Lipoidgehalt des Serums des_ betreffenden Individuums 
immer ungefiihr gleich; diese Menge mufi man dann als cha- 
rakteristisch fiir den gegebenen normalen bezw. »vathologischen 
Zustand ansehen. Aus diesem Grund wurde fiir diese Arbeit 
das Blut den Patienten in halbniichternem Zustande entnommen. 

Es ist noch darauf hinzuweisen, daf} die meisten klinischen 
Untersuchungen der Serumlipoide, die Konzentrationsverhalt- 
nisse, speziell den Gesamteiweifgehalt des Serums, sowie die 
Verteilung des Phosphor- und Stickstoffgehaltes auf die wasser- 
bezw. alkohol- und iitherléslichen Bestandteile, nicht beriick- 
sichtigen. Der Wert solcher Gesamtuntersuchungen, wie z. B. 
der bedeutsamen Arbeiten von Letsche, ist augenscheinlich. 
Jedoch ist zu bemerken, daB es in dieser Weise nur an 
tierischem Material, welches leicht in grédferen Mengen zu 
beschaffen ist, durchfiihrbar ist. Wir beschriinkten uns deshalb 
vornehmlich auf die Feststellung des Vorhandenseins der wich- 
tigsten Komponenten der Seren von Gesunden, Carcinomatésen 
und Luetikern, ohne auf subtile Einzelheiten einzugehen. Natiir- 
lich miissen noch Untersuchungen genannter Art durchgefiihrt 
werden, um auch von der chemischen Seite aus systematisch 
in die Serumzusammensetzung des menschlichen Blutes tiefer 
einzudringen. 
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Eigene Untersuchungen. 
A. Zur Cholesterinbestimmung. 


Zur Bestimmung des Gesamtcholesterins in kleineren 
Mengen Serum benutzt man am besten die kolorimetrische 
Methode. Schon Burchard wies darauf hin, dafi die hohe 
Empfindlichkeit der Liebermannschen Cholestolreaktion die 
Moglichkeit erdffnet, den Cholesteringehalt kleinerer Mengen 
Substanz auf kolorimetrischem Wege zu bestimmen. Aber beim 
Serum stellten sich Schwierigkeiten in den Weg insofern, als 
das Cholesterin, obwohl es sich in Ather sehr leicht lést, bei 
der einfachen Ausschiittelung sehr unvollkommen in den - ther 
iibergeht. Zur Erklarung wird von einigen Autoren eine 
chemische Bindung der Lipoide an die Eiweifkérper des Serums 
angenommen (J. Bang, Grigaut); andere dagegen halten 
eine physikalishe Anlagerung fiir wahrscheinlicher (Kumagava 
und Suto, Cohn, Wacker und Hueck). 

In der neueren Zeit sind Methoden ausgearbeitet worden, 
bei denen eine Abspaltung der Lipoide von den Eiweiikorpern 
des Serums stattfindet und die dadurch eine bessere Extraktion 
des Cholesterins gestatten. Man benutzt am besten die auch 
von Friboes, Wacker und Hueck empfohlene Methode von 
Autenrieth und Funk. 

Genau 2 cem Serum werden nach Vorschrift. mit 20 cem 
25°/oiger Kalilauge in siedendem Wasserbade 2 Stunden er- 
hitzt. Dabei tritt neben der Verseifung der fettartigen Sub- 
stanzen eine weitgehende Aufspaltung der Serumbestandteile 
unter NH,-Entwicklung ein. Nach dem Erkalten wird die 
Fliissigkeit im Scheidetrichter 6mal mit je 50 ccm Ather je 
5) Minuten lang griindlich ausgeschiittelt. Die vereinigten 
Atherausziige werden abdestilliert, und das Cholesterin, das 
vielfach als weiSer krystallinischer Belag am Boden des Ge- 
fiibes bleibt,!) in genau 100 ccm Chloroform aufgenommen. 


') Ob die Spaliung der Cholesterinester dabei eine vollstaéndige 
ist, und ob der Riickstand aus reinem Cholesterin besteht, wurde nicht 


nachgepriit. 


a} 
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Man kann auch das mit Kalilauge erhitzte Serum direkt 5mal 
mit je 20 ccm Chloroform ausschiitteln und die vereinigten 
Chloroformausziige mit 5—10 g Natriumsulfat entwéssern und 
reinigen. Es empfiehlt sich, auch die atherischen Ausziige 
durch Schiitteln mit ein paar Gramm Natriumsulfat zu reinigen. 
Der Cholesteringehalt der Chloroformlésung wird dann mit 
Hilfe der Liebermann-Burchardschen Reaktion bestimmt, 
indem man genau 5 ccm der Chloroformlésung in ein 10 cem- 
MeBzylindercben hineinfiillt und nach dem Hinzufiigen von 2 ccm 
Essigsiiureanhydrid und genau 0,1 ccm konzentrierte Schwefel- 
siure das ganze Gemisch 15 Minuten lang im Dunkeln stehen 
laBt. Es tritt dabei eine Griinfiirbung des Gemisches auf, die 
aber meistens, wie wir beobachteten, einen Stich ins Gelb- 
liche hat, was die Ablesung im Kolorimeter erschwert. Es 
ist m6glich, dafi hierdurch niedrigere Werte bei der Ablesung 
resultieren, da, wie auch Stanford angibt, es schwierig ist, 
bei differentem Farbenton auf gleiche Lichtstirke einzustellen. 
Mitunter ergab ein kiirzeres Stehenlassen des Reaktionsge- 
misches (8—10 Minuten) hdéhere Werte, weil dann das Ge- 
misch noch keinen gelben Farbenton zeigt. Die Farbe der 
Liebermann-Burchardschen Reaktion, die mit dem Cho- 
lesterin aus den im Soxhlet-Apparat extrahierten Seren (s. u.), 
ausgefiihrt wurde, war dagegen schon griin und hatte, mit 
dem Keil des Autenrieth-Kénigsbergerschen Kolorimeters 
verglichen, eher einen Stich ins Bliuliche als ins Gelbliche: 
dieser gelbe Farbenton ist also auf die Behandlung mit kon- 
zentrierter Kalilauge zurtickzufiihren. 

Die &hnliche Methode von Grigaut ergibt geringere 
Werte als die Autenriethsche. Die von Iscovesco leistet 
dasselbe, ist aber viel komplizierter und erfordert grébere 
Mengen Serum. Auch die Methode von Weston und Kent 
und die kolorimetrische Bestimmung des Ckholesterins mit 
Hilfe der Tschugaieffschen Reaktion sind komplizierter 
und eventuell weniger zuverlissig als die Autenriethsche 
Methode. 

Freilich ist die Bestimmung des Cholesterins mit der 
Liebermann-Burchardschen Reaktion, wie es bei allen ko- 
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lorimetrischen Methoden der Fall ist, nicht ganz einwandsfrei, 
da erstens noch andere Stoffe in Betracht kommen, welche 
die Reaktion geben (unbekannte hochmolekulare Alkohole) und 
anderseits Stoffe aufgefunden sind, welche die Liebermann- 
Burchardsche Reaktion nicht geben, dagegen die Salkows- 
kische und die von Neuberg-Rauchwerger. Zu den ersteren 
hat man zu rechnen aufer den pflanzlichen Cholesterinen und 
den tierischen Cholesterinderivaten z. B. die Cholsiéuren, die 
ja mit dem Cholesterin verwandt sind. Nach Wieland und 
Weil geben die Derivate dieser Siituren die Liebermann- 
Burchardsche Reaktion. Jedoch scheint eine merkbare Be- 
einflussung der Bestimmung des Serumcholesterins durch die 
oben genannten Stoffe nicht in Betracht zu kommen. Eine 
andere Frage ist, ob Spaltprodukte des Cholesterins im Serum 
vorkommen, die keine Farbenreaktion geben. Die von Lif- 
schiitz beschriebenen Oxydationsprodukte des Cholesterins 
werden angeblich bei der Gesamtcholesterinbestimmung mit- 
bestimmt. Uberhaupt ist die letztere Frage noch in vieler 
Hinsicht ungeklart. 

Die Seren wurden fiir die Cholesterinbestimmung im 
halbniichternen Zustande — d.h. meistens nach dem Morgen- 
kaffee entnommen. Das Serum eines Menschen (Selbst- 
versuch) enthielt zB. im ntichternen Zustande 150 mg Cho- 
lesterin; nach der Mahlzeit waren es 185 mg (auf 100 ccm 
Serum berechnet). Geringe Hiimolyse scheint den Cholesterin- 
gehalt des Serums nicht zu beeinflussen. 

Die nachstehenden Bestimmungen nach Autenrieth, 
mit der Athermethode ausgefiihrt, ergaben folgende Werte: 











‘Cholesterin in 100 cem 








Nr. | Name | Alter | Diagnose 
| | | mg 
[| D. | -— normal | 140 
2 | pi | 99 | 150 
x : ' | 160 
Bl. =| (23 » | 220) 
5 | DK. | 35 | | 230 
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Fortsetzung. 

Nr. | Name | Alter | Diagnose beombintae asine my SOY com 
| mg 
7 as | 66 | Ca. orbitae, ulceriert | 240 
8 Seid. | 28 | >» recti | 200 
9 B. | — | » oOesophagi coeh | 138 
10 G. 55 | > recti | 170 
11 Go — | y | 200 
12 B. 68 | > sigmoidei | 134 
13 W. 25 | » mammae | 210 
14 F. 30 » recti 150) 
15 G. | 60 >» oesophagi | 146 
16 E. — | » portion, | 140 
17 K. | — | » hepatis | 140 
18 B. — | Lues | 520 
19 G | | 262 
20 Sch. | — | Tabes dors. | 234 
21 D. | | Paralyse | 280) 
22 F ; — | > | 200 
23 RE | — | 126 
24 N.N. | | | 156 
25 > fF — | Lues | 228 
26 | | | 146 
27 | | 160 
28 P, | — | | 286 
29 me) Paralyse | 280 
30 Ascitesfliissigkeit, Ca. peritonei. . . . | 100 
31 Pleuraexsudat, Ca. pleurae ..... 132 
32 . £ Peewee ee rae Se eee 240) 
33 © Oe ¢ ue See ee Serer ad 250) 
34 ee ee ee ee 190 
3d 2 cra a ere 340 





Die Werte beim Normalen schwanken in dieser Tabelle 
zwischen 140—230 mg. Autenrieth, Grigaut, Obakewitsch, 
Henes geben an: 140—185 mg. Bei den Carcinomatésen kann 
man aus dieser Tabelle auf keine besonderen Abweichungen 
schlieBen. Die Durchschnittszahl beim Gesunden betriigt 177 mg 
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bei Carcinom 174 mg. Von den 12 luetischen Patienten hatten 8 
eine ausgesprochene Vermehrung des Gesamtcholesterins. Das 
wurde stimmen mit den Untersuchungen von Grigaut, Obake- 
witsch, ROhmann u.a., die eine Vermehrung des Gesamt- 
cholesterins bei den meisten Lueskranken fanden. 

Alle diese Bestimmungen wurden, wie gesagt, nach der 
Athermethode ausgefiihrt. Friboes gibt an, daB beim Arbeiten 
nach der Ch!oroformmethode nach dem Verdampfen des Chloro- 
forms im Destillierkolben neben dem Cholesterin eine Substanz 
zuriickbleibt, die groBe Ahnlichkeit mit den sauren Saponinen 
hat und bisher noch unbekannt sei. Friboes schligt den 
Namen «Saponoid» vor. Um diese Substanz darzustellen, wurde 
nach der Friboesschen Angabe in folgender Weise verfabren: 

5 cem Serum (Mensch) wurden 2 Stunden lang in sie- 
dendem Wasserbade mit 35 cem 25°/oiger Kalilauge erhitzt. 
Nach dem Erkalten wurde die Fliissigkeit 5mal mit je 40 ccm 
Chloroform ausgeschiittelt und die gesammelten Chloroform- 
auszlige nach lingerem Schiitteln mit Natriumsulfat und nach 
wiederholtem Filtrieren abdestilliert. Am Boden des Gefif®es 
blieb eine gelblich-briiunliche Masse zuriick. Dieser Riickstand 
wurde wiederholt mit Ather verrieben, bis der abfiltrierte Ather 
keine Cholesterinreaktion mehr zeigte. Die Substanz, die sich 
in dem Ather nicht léste und das von Friboes beschriebene 
Saponoid darstellen soll, wurde in ebensoviel Kubikzentimeter 
physiologischer Kochsalzlésung gelést, als Serum verarbeitet 
und noch einigemal aus Menschen- und Hundeserum dargestellt. 

Die Eigenschaften der Lésung der Substanz in physio- 
logischer Kochsalzlésung stimmten mit denen der Friboesschen 
nicht in allen Punkten tiberein. Die LOsungen waren opales- 
cierend, schiiumten stark beim Schiitteln und zeigten in ganz 
konzentrierten Lésungen Neigung zum Gallertisieren; durch 
konzentrierte Salzl6sungen wurde die Substanz gefallt. 1 ccm 
der Lisung liste 1 cem 5°/oiger Hammelblutkérperchenauf- 
schwemmung fast momentan; 0,2 lésten erst nach 45 Minuten.!) 

') Die serologische Priifung wurde in dankenswerter Weise ven 
Herrn cand. med. Walz ausgefiihrt. 





























Uber Lipoide des menschlichen Serums und Lipoidbestimmung. ott 


Nur war entgegen der Angabe von Friboes die Reaktion 
gegen Lackmus ebenso wie gegen Phenolphthalein alkalisch. 
Beim Veraschen lieferte die Substanz ebenfalls alkalische Asche. 
Es war auch keine Reduktion mit Goldchlorid zu erhalten. 

Was aber die chemische Konstitution der Substanz an- 
betrifft, so mui man annehmen, dafi es sich im wesentlichen 
um Seife handelt, die sich beim Kochen mit konzentrierter 
Kalilauge aus den fetthaltigen Bestandteilen des Serums bildet. 
Die Tatsache, dai die Substanz durch Zusatz von Siiure aus- 
gefiillt wird, ist so zu deuten, daf durch den Zusatz von Siiure 
die in Wasser unloslichen Fettséiuren in Freiheit gesetzt werden. 
Diese lésen sich auch meist glatt in Ather, woriiber bei Friboes 
eine Angabe fehlt. Diese Fettsiiuren lassen sich nach Zusatz 
von etwas Alkohol und Phenolphthaleinlésung titrieren. Das 
Fehlen von Asche bei Friboes ist also so zu deuten, daB 
nach dem Reinigen der Substanz durch das Ausfillen mit 
Mineralsiiuren nur die in Freiheit gesetzten Fettséuren ver- 
ascht werden, die dabei natiirlich keine Asche liefern. Bei der 
Aufnahme der Fettséiuren mit Wasser und einer Spur Natrium- 
carbonat bildet sich dann wieder Seife. SchlieBlich sprechen 
alle tibrigen Tatsachen, die auf eine Verwandtschaft der Sub- 
stanz mit den Saponinen hinweisen, auch fiir den Seifencharakter 
der Substanz. Was die Reduktion betrifft, die bei uns immer 
fehlte, so kann sie von mitgeschleiftem Serum herriihren, Das 
mit Kalilauge erhitzte und ausgeschiittelle Serum reduziert 
nimlich Goldchlorid sehr stark, und ungeniigende Reinigung 
des Chloroformauszuges mit Natriumsulfat k6nnte vielleicht 
ein Reduktionsvermégen der in Frage kommenden Substanz 
vortéuschen. Eine verdiinnte Losung von Sapo medicatus gibt 
nach Erwirmen mit KOH ibrigens dieselbe violette Fiirbung 
mit Goldchlorid, wie das alkalisierte Serum. 

Uber das Vorhandensein von freiem Cholesterin im Serum 
neben dem an Fettsiure gebundenen liegen iiltere Angaben 
von Hepner und Letsche vor. Der erstere gibt an, bei seinen 
Untersuchungen freies Cholesterin im Serum gefunden zu haben. 
Letsche fand in seinen Extrakten aus Pferdeserum bis zu 5°/o 
des Gesamtcholesterins frei vor, welch letzteres er durch frak- 
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tioniertes Auskrystallisieren aus dem Alkohol von den Estern 
trennen konnte. 

Durch die Methode von Windaus, nach welcher das 
freie Cholesterin aus 1°/oiger alkoholischer Losung durch Zusatz 
von Digitonin ausgefillt wird, wurde die Moéglichkeit erdéffnet, 
den Gehalt des Serums an freiem Cholesterin leichter und 
sicherer als friiher zu bestimmen. Nach Hepburn z.B. bekommt 
man eine Ausbeute bis zu 97,37°/o. Allerdings hat die Methode 
ihre Schwierigkeiten und bei fehlender Ubung kann sie unge- 
naue Werte ergeben. Auch mufi man mit der Moéglichkeit 
rechnen, dafi im Serum esterartige Cholesterinverbindungen 
vorhanden sind, welche ebenfalls durch das Digitonin gefiillt 
werden. Wir richteten uns hauptsiichlich nach der Angabe von 
Autenrieth, nach der zu einem Extrakt aus 50 ccm Serum 
ungefiihr 50—60 ecm 1°/oiger Digitoninlésung zugefiigt werden 
miiften. Das Digitonincholesterin fiel meistens als weibe krystal- 
linische Masse aus: in einigen Fallen war der Niederschlag 
amorph und flockig. Nach Windaus besitzt das Digitonin- 
cholesterid keinen Schmelzpunkt, sondern zersetzt sich tiber 
240°. Nach unserer Bestimmung erweicht das Cholesterid bei 
225° und schmilzt unter Zersetzung gegen 260°. Da dieselben 
Daten auch fiir das reine Digitonin Merk gelten, so ist eine 
Identifizierung des Niederschlags durch die Schmelzpunktbe- 
stimmung nicht angiingig. Ob die Bestimmung in einem durch 
Aceton von den Phosphatiden befreiten Extrakt quantitativer 
ist als in einem unbehandelten Extrakt, sei dahingestellt. Bei 
Thaysen findet man tibrigens die Angabe, dai die Anwesen- 
heit von Phosphatid die Bestimmung nicht stort. 

Die Methode von Windaus wurdein der letzten Zeit vielfach 
zur Bestimmung des Serumcholesterins angewandt. Die Ergeb- 
nisse einzelner Autoren widersprechen sich dabei in mancher 
Beziehung. So fand z. B. Schulz eine Vermehrung des freien 
Cholesterins in einigen Wassermann-positiven Seren; ROhmann 
und Pighini suchen sogar die Spezifitat der Wassermann- 
Reaktion auf erhdhten Cholesteringehalt der Luessera zuriick- 
zufiihren, was nicht ohne Grund von Birger und Beumer 
bestritten wird. Auch fanden die letzteren ebenso wie Kauders 
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keine besonderen Differenzen zwischen dem Cholesteringehalt 
Wassermann-positiver und -negativer Seren. 

Diese Widersprijche lassen sich vielleicht teilweise durch 
die eben erwiihnten Schwierigkeiten der Windausschen Methode 
erkliiren. Aber auch die Art, wie das Serum zur Lipoid- bezw. 
Cholesterinbestimmung behandelt wird, verdient die grdBbte Be- 
achtung; denn es ist nicht zu bezweifeln, dali die verschiedenen 
Methoden, die die einzelnen Autoren anwandten, durchaus un- 


gleichwertig sind. 
b. Lipoidbestimmung. 


Die friiher viel gebrauchte Extraktionsmethode, die das 
Lehrbuch von Hoppe-Seyler angibt, naimlich die Fiallung des 
Serumeiweifes mit Alkohol und die nachherige Extraktion mit 
Ather ergibt nach S. Frinkel eine zu geringe Ausbeute. 

10 ccm eines Serums, dessen Cholesteringehalt, nach der 
Methode von Autenrieth-Funk bestimmt, 23,3 mg _ betrug, 
wurden mit 40 cem Alkohol iibergossen und 48 Stunden stehen 
gelassen. Dann wurde der Niederschlag abfiltriert und 48 Stunden 
lang mit Ather extrahiert. Der Cholesteringehalt des Alkohol- 
Atherextraktes betrug nur 12,7 mg. 

Die Eintrocknung des Serums im Vakuumexsikkator und 
die nachherige Extraktion im Soxhlet ergibt ebenfalls geringere 
Werte, als es der Wirklichkeit entspricht. 











Cholesterin Cholesterin 
aus dem Trockenserum nach Autenrieth 
pro 100 ccm pro 100 ccm 
B. (Lues) .... 24) mg 292 mg 
| 115 >» | 240 
Hund Il. ... .| 190 » | 250 


Am besten bewiihrte sich die Methode des Trocknens des 
Serums mit Natriumsulfat oder Natriumphosphat, die Sigmund 
Frankel und Aladar Elfer angaben. Das Serum wird mit 
ungefahr 70°/o (d. Gewichte nach) Natriumsulfat verrieben; 
nach einiger Zeit verwandelt sich der Brei zu einer harten Masse, 


. 


die sich gut pulvern laéBt. Es empfiehlt sich indessen, ein Plus 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCIL. 22 
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von Na,SO, zu vermeiden und die noch feuchte Masse einige 
Tage stehen zu lassen. Man wird dann ein allmihlich von 
selbst in ein trockenes Pulver zerfallendes Extraktionsgut er- 
halten. Bei der Extraktion des auf diese Weise vorbereiteten 
Serums war immer mindestens ebensoviel Cholesterin zu er- 
halten, als in dem noch fliissigen Serum nach Autenrieth 
bestimmt wurde, manchmal sogar um 5—10°/o mehr. Die 
Extraktion erfolgte in gewohnlichen Soxhlet-Apparaten, die 
liberall Glasverschlufs hatten. Grédfere Serummengen (bis zu 
200 ccm) wurden in einem speziell bei Desaga bestellten 
Soxhlet- Apparat extrahiert, der ebenfalls tberall Glasverschlu8B 
hatte und der bis zu 400 g Substanz fassen konnte. Die von 
einigen Autoren (Kumagawa und Suto, Thar) angegebenen 
Heifiextraktionsapparate sind bei den nach Frinkel und Elfer 
getrockneten Seren entbehrlich, da die Temperatur bei der 
Extraktion mit dem Loésungsmittel, das angewandt wurde, einem 
Gemisch aus 2 Teilen Alkohol und 1 Teil Ather, geniigend 
hoch steigt (40 bis 50°). Dabei verwandelt sich die zu extra- 
hierende Masse, wenn kein groBer Uberschuf8 an ungesittigtem 
Natriumsulfat da ist, in einen weichen Brei (Na,SO, -+- 10 aq. 
schmilzt bei 33°, Na,HPO, schmilzt bei 38°), der sich sehr 
gut extrahieren labt. 

Der Petroliither, der oft als Extraktionsmittel gebraucht 
wird, ist anscheinend am wenigsten dazu geeignet. Kumagawa 
und Suto stellten anléBlich ihrer Arbeit tiber die Fettbestim- 
mung eine Reihe Versuche an, um die Extraktionsfihigkeit 
verschiedener L6ésungsmittel zu priifen. Dabei ergab sich 
foleende Reihe (die Menge der mit Alkohol extrahierten Sub- 


stanzen ist gleich 100 angenommen): 


Alkohol. . . . 100 Aceton. . . . 62 
Methylalkohol . 99 Benzol . .. .d3 
Essigither . . 77 Ather abs. . . 46 
Chloroform . 72 Petrolither . . 4d 


Bei der Extraktion eines im Exsikkator getrockneten 
Serums erhielten wir folgende Werte (es wurden je 1 g ex- 


trahiert): 
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Dauer | Gewicht | Cholesterin 
der Extraktion | des Riickstandes | darin 
Alkohol . | 18 Stunden | 0,076  0,0150 
Chloroform 18 . | 0,061 | 0.0092 
Aceton ..../ 18 » | 0,023 0,0037 
Petrolather , | 18 » | 0,01 | 0,002 


Hundeserum (100 ccm) mit Natriumsulfat getrocknet. Es 
wurden je 25 g der getrockneten Masse extrahiert: 








Lisungsmittel | Dauer Cholesterin 
auf 100 ccm berechnet 
Alkohol ....... +! 18 Stunden 0,162 
Alkoholather ..... . 18 : 0,160 
Se me an Sw 8 18 > 0.064 
Petromsthe? « . 6 1 6 « 4 18 > 0,061 








Wenn man aber die Extraktion lingere Zeit fortsetzt, so 
gleichen sich die Unterschiede bedeutend aus, ohne _ voll- 
kommen zu verschwinden. 

#8 ccm Serum (Cholest. n. Autenrieth-Funk gleich 
290 mg in 100 Serum) ergab, im Vakuumexsikkator getrocknet, 
5,05 g Trockenriickstand. Zur Extraktion wurde je 1 g verwandt. 








| 





Extraktionsmittel Dauer | Cholesterin 
Alkohol , | 48 Stunden | 0,0267 
Alkoholither ..| 48 >» 0,0265 
Ather ........ | 48> 0,0240 
Petrolather . | 48 > 00234 





Von einer mit Natriumsulfat getrockneten Ascitesfliissig- 
keit (500 ccm) wurden je 100 g extrahiert. 














Extraktionsmittel | Dauer Gewicht des Extraktes Darin Cholesterin 
Alkoholiither . . | 48 Stunden | 0,327 | 0,066 
Alkohol. . . . .| 48 2 0,320 0,065 
Chloroform .. .| 48 | (0), 292 | 0,052 
Atherr. .... .| 48 | 0,284 | 0,044 
Petroliither . . . | 48 : | 0,279 | 0,042 


DD* 
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Ein Teil der oben erwiahnten im Vakuumexsikkator ge- 
trockneten Sera, die nicht im Soxhlet-Apparat, sondern bei 
gewOhnlicher Temperatur im Schittelapparat mit verschiedenen 
Losungsmitteln extrahiert wurden, zeigten oft noch die Fiihig- 
keit, sich unter Aufquellung in einer Menge Wasser oder phy- 
siologischer Kochsalzlésung, die der urspriinglichen Serum- 
konzentration entsprach, zu losen. Die mit diesen LOsungen 
angestellten Komplementbindungsversuche ergaben, dali sie die 
Komplementhimolyse auferordentlich stark hemmten. Um die 
Hemmung aufzuheben, war etwa die 20fache Komplementdosis 
erforderlich. Diese Eigenschaften waren bei den mit Alkohol 
extrahierten Seren am stiirksten ausgesprochen; die mit Ather 
geschiittelten Seren hemmten schwicher, und am geringsten 
war die Hemmung bei den mit Aceton und Petrolather ex- 
trahierten. Gleichzeitig konnte man beobachten, dai der 
Alkohol die Lipoide am besten extrahierte, wahrend Ather, 
Aceton und Petrolither in der angefiihrten Reihenfolge immer 
weniger zu extrahieren imstande waren. 

















| | . 
Menge yaa. | Dauer | Gewicht Starke der Hemmung der 
des _Extraktions-) jon der . 
getrock- mn | extra- Komplementhimolyse durch 
te itte | Extrak-| hjer 
Ps ten mittel |" hierten 0,1 ccm extrahiertes Serum 
Serums | | tion | Lipoide | 
1g Alkohol | 36 Std.) 0,072 starke Hemmung 
1» | Ather | 36 >» | 0,046 | >» 
, | vi | i » |f 0,1 ccm Komplement: Hemmung 
Aceton | a6 0,015 \ 0,2.» Komplement: Lésung 
| | | 
1 > Petrolather | 36 » | 0,010 | 0.1 » Komplement: Lésung 
| 


Der Zusatz der extrahierten lipoiden Stoffe hatte keine 
merkbare Beeinflussung des Phiinomens zur Folge. Es mubten 
also durch die Behandlung mit den Extraktionsmitteln tiefer- 
greifende Veranderungen, vielleicht an den labilen Eiweib- 
teilen stattgefunden haben. 

Zur Extraktion wurde also ein Gemisch aus 2 Teilen 
Alkohol abs. und 1 Teil Ather gebraucht, da der Alkohol 
am besten zu extrahieren scheint und der Zusatz von Ather 
die Extraktionskraft nicht herabsetzte, dafiir aber die Tem- 
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peratur im Soxhlet-Apparat nicht so hoch steigen lieb, was 
angesichts der leichten Zersetzlichkeit der Phosphatide  er- 
wiinscht ist. Vielleicht werden durch den Zusatz von Ather 
auch die Cholesterinester und ein Teil des Phosphatids besser 
extrahiert. 

Die Extraktion wurde mindestens 48-—72 Stunden lang 
fortgesetzt. Nach dieser Zeit ist das mit Natriumsulfat ge- 
trocknete Serum praktisch als vollig erschOpft zu betrachten. 
(200 cem Hundeserum wurden mit Natriumsulfat getrocknet 
und 48 Stunden lang mit Alkoholather extrahiert. Das Gewicht 
des itherléslichen Riickstandes betrug 1,179. Dann wurde 
noch 48 Stunden lang mit Petrolither extrahiert; Gew. d. 
iitherlésl. Riickstandes 0,011. Es waren somit nur noch 
0,92°/o der Gesamtmenge von Lipoid in den Petroliither tiber- 
gegangen. ) 

Nach vollendeter Extraktion wurde der Inhalt des Soxh- 
let-Kolbens in Porzellanschalen auf dem Wasserbade einge- 
dampft und der Riickstand mit Ather aufgenommen. Dabei 
blieb ein betrichtlicher Teil in der Schale zuriick. Die Tren- 
nung dieser ftherunldslichen Portion von der itherliéslichen 
wurde, da die Filtration schwierig und zeitraubend war, mittels 
der Zentrifuge durchgefiihrt. Die erhaltene Atherlésung wurde 
im Wasserbad eingedampft. Dabei schied sich immer noch 
iitherunlésliche Substanz ab, meist von weifer Farbe; eine 
gelegentliche Untersuchung ergab bei diesen geringen Substanz- 
mengen alkalische Asche, zuweilen auch die Liebermann- 
Burchardsche Reaktion. Auf Phosphor wurde nicht gepriift. 
Ein nochmaliges Auflésen.und Zentrifugieren hatte den Effekt, 
daB die zur folgenden Acetonfillung stark eingeengte Ather- 
losung klar blieb. 


I. Die atherlésliche Portion. 


Die auf die oben genannte Weise gereinigte atherlosliche 
Portion des Extraktes wurde dann, zur Trennung der Phos- 
phatide von den anderen Lipoiden, mit kaltem Aceton gefiailt. 
Die Fallung mit heiSem Essigither, wie sie bei der Trennung 
der Gehirnlipoide angewandt wird, wurde nicht ausgeitibt, da 
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Sdurefreiheit wegen der nachfolgenden Aciditaétsbestimmung 
erwunscht war. Der Niederschlag, der bei der Acetonfillung 
entstand, war von wachsartiger Konsistenz und gelblich-brauner 
Farbe. Der Niederschlag wurde abfiltriert und nach der voll- 
stiindigen Entfernnng des Acetons im Vakuumexsikkator in 
Ather wieder aufgelést und die Fiillung noch ein- bis zweimal 
wiederholt. Dabei fiel der Niederschlag hellgelb meist flockig aus. 


a) Der acetonunlosliche Teil der étherléslichen Portion. 


Der so gewonnene acetonunlosliche Teil, der hauptsiich- 
lich das lecithinartige Phosphatid des Serums enthilt, wurde 
nach vollstindiger Entfernung des Acetons, das vielleicht in 
eine lockere chemische Bindung mit dem Phosphatid eingeht, 
in heifien Alkohol abs. aufgenommen. Es blieb immer ein 
geringer Riickstand, der selbst beim Kochen sich in dem 
Alkohol nicht léste. Er wurde mit Hilfe der Zentrifuge von der 
Lecithinlésung getrennt. In Wasser léste sich der Riickstand 
leicht und meist klar. Die Reaktion war neutral; ammonia- 
kalische Silberldsung wurde nach 2—3 Minuten langem Kochen 
weinrot gefiirbt. Diese Farbung nahm in der Kalte einen 
dunkleren Ton an und blieb ohne nennenswerte Silberaus- 
scheidung lange Zeit bestindig. Fehlingsche Loésung wurde 
ebenfalls ganz schwach reduziert. Zur quantitativen Elementar- 
analyse waren die Mengen, die immer erhalten wurden, leider 
zu gering. Phosphor konnte in Spuren nachgewiesen werden. 
Nach dem Kochen mit 2—3 Tropfen verdiinnter Salzsaure 
wurde die Reaktion mit Fehling nicht verstirkt. Es ist zu ver- 
muten, da’ es sich um dieselbe jecorinartige Substanz 
handelt, die von Baldi und Letsche in gréferen Mengen 
aus Pferdeserum isoliert wurde. 

In der gréSeren alkoholléslichen Portion des aceton- 
unlislichen Teiles (dem eigentlichen Lecithin) wurde dann die 
Hydrolyse mit Barythydrat nach Hoppe-Seyler ausgefiihrt. 
Nach zweistiindigem Kochen der salbenartigen Substanz mit Ba- 
rytwasser, was zweckmabig wegen Neigung zu starkem Uber- 
schiiumen in einem geridiumigen Becherglas mit tberstiilptem 
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Glastrichter geschieht, wurde der tberschiissige Baryt durch 
Einleitung von CO, ausgefillt und der Inhalt des Becherglases 
filtriert. Bekanntlich gehen bei der Hydrolyse die Glycerin- 
phosphorsaure und das Cholin in Lisung, wiihrend die Fett- 
siuren sich an Baryt gebunden ausscheiden. Das Filtrat, welches 
Cholin und Glycerinphosphorsaure enthielt, wurde eingedampft 
unter Zusatz einer geringen Menge Salzsiiure das Cholin in 
Alkohol abs. aufgelést und aus dieser Lésung mit Platinchlorid 
ausgefillt. Der Phosphor der Glycerinphosphorsiiure wurde 
nach Neumann bestimmt. Der Filterriickstand, der aufer an 
Baryt gebundenen Fettsauren noch BaCQO, enthiilt, wird mit 
n'1-Salzsdiure zersetzt und im Scheidetrichter mehrmals mit 
Ather ausgeschiittelt. Die durch den Zusatz von Salzsiiure 
freigewordenen Fettsiiuren gehen in den Ather tiber. Nach 
Zusatz von etwas Alkohol und ein paar Tropfen Phenol- 
phthalein wird bis zu 5 Minuten lang bleibender Rotfiirbung 
titriert. Auber der Barythydrolyse wurde in einem kleinen 
Teil des acetonunloslichen Teiles der Stickstoff nach Kjeldahl 
bestimmt; leider stand uns damals kein Mikro-Kjeldahl- 
Apparat zur Verfiigung, sodaf die Stickstoffzahlen unter Vor- 
behalt mitgeteilt werden. 

Die Menge des Phosphors war immer etwa um die Hiilfte 
geringer, als sie sein sollte, wenn der gesamte acetonunlosliche 
Teil aus reinem Distearyllecithin bestiinde. Aufierdem war das 
Verhaltnis des P zum N nicht 1: 1, sondern drei- bis fiinfmal 
hoher. Man konnte hier an Di- und Triaminophosphatide 
denken; aber auch da ist anzunehmen, dali noch N-haltige 
Verbindungen dabei waren. Mac-Lean gibt zwar eine Methode 
an, das Lecithin durch Aufschwemmung in Wasser und nach- 
heriges Hinzufiigen von Aceton zu reinigen. Dabei bleiben 
die N-haltigen Verunreinigungen in Wasser gelost, wahrend 
das Lecithin als weiBe Masse auf die Oberfliiche steigt. Aber 
diese Art der Reinigung ist mit Verlusten verbunden, und bei 
den kleinen Mengen, die zur Verfiigung standen, wurde darauf 
verzichtet. 

In der letzten Zeit haben viele Untersuchungen bewiesen, 
dai die Frage iiber die chemischen Verhiiltnisse der lecithin- 








320 W. Klein und L. Dinkin, 


artigen KoOrper bedeutend komplizierter ist, als man friiher 
annahm. Jedenfalls ist soviel bekannt, dafi das Lecithin keine 
einheitliche Substanz ist und daBh sogar das als Prototyp 
veltende Lecithin ab ovo neben dem Cholin noch andere 
stickstoffhaltige Verbindungen enthilt, die mit Platinchlorid 
nicht fiillbar sind (Trier). Auch wurden in ihm konstant Calcium 
und Eisen nachgewiesen. Auferdem ist durch die von Paal 
und Oehme ausgearbeitete Hydrogenisationsmethode der Fett- 
siuren mit H und kolloid. Palladium der Nachweis erbracht 
worden, dai die Phosphatide einen Gehalt auch an niederen 
Fettsiiuren aufweisen und nach den Versuchen von Malen- 
greau und Prigent ist schlieflich die Méglichkeit einer ester- 
artigen Bindung zwischen Cholin und Phosphorsiure zu_ be- 
zweifeln, Auch sei hier beiliiufig bemerkt, dai die angebliche 
Synthese des Lecithins von Gritin und Kade keine nihere 
Aufkliirung tiber die Konstitution des Lecithins gebracht hat. 
Wir miissen nach alledem annehmen, dai die iibliche Be- 
rechnung des Phosphatids aus dem Phosphorgehalt als Distearyl- 


lecithin ungenau ist. 


b) Der acetonlosliche Teil der iitherl6slichen Portion. 


Der acetonlosliche Teil enthilt hauptsiichlich das ge- 
bundene und freie Cholesterin, Fett, freie Fettséiuren und 
kleine Mengen Phosphatid. In einigen auf letzteres unter- 
suchten Fillen entsprach die Menge des Phosphors im aceton- 
ldslichen Teile dem fiinften bis zehnten Teil des acetonunloslichen 
Teiles. Auch Stickstoff wurde in kleinen Mengen vorgefunden 
sowie Permanganat reduzierende Substanz. 

Nach dem Verdampfen des Acetons und der Trocknung 
im Exsikkator wurde der Riickstand gewogen und dann in 
einer bestimmten Menge heifen Alkohols gelést. Nach dem 
Erkalten schied sich in den meisten Fallen eine weibe krystal- 
linische Substanz in geringen Mengen aus. Sie wurde immer 
abfiltriert und gewogen oder kolorimetrisch bestimmt. Bei der 
Untersuchung stellte sich heraus, dai es sich um Cholesteryl- 
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palmitat handelte (Schmelzpunkt: 78—79°, Liebermann- 
Burchardsche und Salkowskische Reaktion). 

In der alkoholischen LO6sung wurde das freie Cholesterin 
mit DigitoninlOsung nach oben genannter Vorschrift ausgefiillt. 
Ein anderer Teil wurde durch 12stiindiges Kochen mit 5 ecm 
n'y-alkoholischer Kalilauge verseift, der Alkohol auf dem 
Wasserbad abgedampft und der Riickstand mit verdiinnter 
Schwefelsiiture aufgenommen. Die freigewordenen Fettsiuren 
lieben sich leicht durch Ausschiitteln im Scheidetrichter in 
Ather lésen und wurden nach Zusatz von etwas Alkohol und 
Phenolphthaleinlésung mit wiisseriger "/10-Natronlauge titriert. 
Im Reste des acetonloslichen Teiles wurde zuniichst die Aciditiit 
und schlieblich noch das Gesamtcholesterin kolorimetrisch be- 


stimmt. 


II. Die atherunlosliche Portion. 


In der iatherunldslichen stark hygroskopischen Portion 
sind vorwiegend Salze zu erwarten, die durch den Alkohol, 
der im Extraktionszylinder wohl geringe Mengen Serumwasser 
aufnimmt, extrahiert werden. Bei der Behandlung des ge- 
trockneten Extraktes bleiben diese Salze (vorwiegend Na,SO, 
und NaCl), die bis zu !/3 der atherunlodslichen Portionen aus- 
machen, ungelést zuriick. Neben ihnen konnte man nach dem 
Digerieren mit Alkohol abs. in den letzteren noch verschiedene 
organische Substanzen nachweisen. Als solche kommt vor 
allem Seife in Betracht; ab und zu wurden auch kleine Mengen 
Cholesterinester nachgewiesen. Cholin und organischer Phos- 
phor waren bei der Barytverseifung, analog derjenigen im 
acetonunloslichen Teil, immer in bestimmbaren Mengen nach- 
zuweisen. Es ist also anzunehmen, dai ein Teil des Phos- 
phatids trotz der wiederholten Extraktion der itherunléslichen 
Portion mit wasserfreiem Ather doch zuriickbleibt. Worauf 
diese schwere Lislichkeit im Ather beruht — ob sie von 
Haus aus dieser Portion des Phosphatids eigen ist oder ob 
andere Momente daran schuld sind, z. B. die Anwesenheit von 
Seife neben dem Phosphatid —, das laéBt sich schwer sagen. Bei 
einer Gesamteinschitzung des Lipoidphosphors des Serums 
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mul} natiirlich dieser konstant sich vorfindende Phosphatid- 
anteil mit in Betracht gezogen werden. 

Die Fettsiiurezahlen, die sich bei der Barytverseifung er- 
gaben, sind auf Phosphatid und Seife zu verteilen. Auf das 
Vorhandensein der letzteren muf tibrigens die hamolytische 
Fiihigkeit der organischen Bestandteile der é&therunldslichen 
Portion bezogen werden (2'/2 mg listen 2 cem Blutkérperchen- 
aufschwemmung in !/2 Std.). SchlieBlich ergaben die Asche- 
titrationen dieser organischen Substanzen, die nach Moritz 
ausgefiihrt wurden, eine ziemlich starke Alkalescenz, die nur 
zum Teil von der Seife, hauptsachlich aber von dem mitge- 
schleiften Serumalkali herzurtihren scheint. 

Die Aufldsung der atherunléslichen Portion im Wasser 
war meist etwas tribe, schiumte stark und reagierte meist 
alkalisch gegen Lackmus und Phenolphthalein. Auch gab sie 
positive Ninhydrinreaktion, was auf Vorhandensein von Abbau- 
produkten des Eiweibes schlieBen lift. Die Biuretreaktion und 
Fiillung mit Sulfosalicylsiure war mit der wasserigen Losung 
nicht zu erhalten. Die Reaktion mit Asaprol, das in jedem 
Falle eine starke Triibung und eventuell flockige Ausfallung 
verursachte, konnte auch von der Seife oder von der phosphor- 
haltigen Substanz verursacht sein. Auferdem gab die wisse- 
rige LOsung des atherunléslichen Teiles auf Zusatz von Mineral- 
siiure eine Fiillung und firbte nach Erwirmen mit Kalilauge 
Goldchlorid dunkelviolett, was ebenfalls durch die Anwesenheit 
von Seife, analog wie bei der von Friboes isolierten Sub- 
stanz, verursacht sein kann. Die Pettenkofersche Probe 
wurde in drei darauf untersuchten Fallen erhalten. Da sie 
aber bekanntlich auch von Phosphatid, Olsiure usw. gegeben 
wird, so ist damit ein bindender Beweis fiir die Anwesenheit 
von gallensauren Salzen nicht erbracht. 


III. Der EiweiBteil. 


Die Masse, die im Extraktionszylinder des Soxhlet- 
Apparates zuriickbleibt, besteht aus koaguliertem Eiweif, aus 
Natriumsulfat und aus phosphor- und stickstoffhaltigen Rest- 
substanzen. Nach beendeter Extraktion wurde die Masse mit 
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Wasser digeriert. Dabei geht das Natriumsulfat in Lésung, 
und das Eiweif des Serums bleibt im koagulierten unldéslichen 
Zustande in dem mit Natriumsulfat gesittigten Wasser. Das 
EiweiB wurde durch Filtration von Wasser getrennt, mit Al- 
kohol und Ather gewaschen und getrocknet. Die einfache 
Wiigung des Eiweifes kénnte durch das eventuell noch bei- 
gemengte Natriumsulfat ungenaue Werte ergeben; es wurde 
deshalb der Stickstoff in einem Bruchteil der Kiweilimasse 
nach Kjeldahl! bestimmt. Phosphor wurde selten und auch 
dann nur in geringen Mengen nachgewiesen. 

Die vom Eiweifi getrennte Natriumsulfatl6sung enthielt 
geringe Mengen Stickstoff, die ebenfalls nach Kjeldahl be- 
stimmt wurden. Aufierdem waren immer betrichtliche Mengen 
Phosphor nachzuweisen. Der letztere ging bei geniigendem 
Zusatz von CaCl, zu der mit Kalilauge alkalisch gemachten 
Fliissigkeit und bei liingerem Kochen fast vollstiindig in den 
Niederschlag uber. Die nahere Untersuchung der in verdiinnter 
HNO, léslichen Kalkverbindung ergab, dal} es sich wahrschein- 
lich um organisches Phosphat handelt, da sie beim Glihen stark 
verkohlte: auch trat beim Erhitzen der Natriumsulfatl6sung mit 
saurer Ammoniummolybdatl6sung nur eine Gelbfarbung, aber 
keine Ausfallung der charakteristischen Phosphormolybdiinver- 
bindung ein. 





Es wurde in der geschilderten Weise das Serum von 
8 Fallen untersucht, niimlich 2 Gesunde, 1 Tabes, 1 Portio- 
carcinom und 100 cem Sammelserum von 7 Krebskranken. 
In den weiteren drei Fallen (zweimal Paralyse und einmal Lues) 
wurde das Serum yon nur 2 Patienten zusammengemischt, 
bei denen der Gesamtcholesteringehalt des Serums, nach 
Autenrieth-Funk bestimmt, ungefihr der gleiche war. Bei 
allen Patienten wurde das Blut in halb niichternem Zustande 
durch Venenpunktion erhalten. 

Das Natriumsulfat, das zum Trocknen der Sera gebraucht 
wurde, und die Extraktionshiilse wurden immer 12 Stunden 
lang mit Alkoholither extrahiert. AuBerdem wurde das Natrium- 
sulfat auf Phosphorfreiheit gepriift. 
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— Atherléslicher Teil. 











Nor- Nor-. Ga. port. _ Ca.- Lues Para- Para- Tabes 
Diagnose Sammel- lyse lyse 
mal mal Kachexie fall W—+->w+tw+t,W-++ 
Menge des untersuchten 
Serums in ccm (200) (100) (150) (100) (L100)|(120) (100) (87) 
lOO com Serum enthielten: | 
Gesamtlipoid 0,75 O,b82. 0,561 0,667 0,596 0,592 0,712! 0,675 
Acetonléslicher Teil 0,304.0,302 0,234 0,400 0,381 0,410 0,421 0,334 
Darin: | | | 
Gesamtcholesterin 0,2300,152 0,168 —§ 0,146 0,272 0,146 0,214 0,180 


Freres Cholesterin 


(iebundene Fettsauren 
incom "/1o-NaOH). 


Freie Fettsiuren (in cem 
N/to-NaQOH) 
Acetonunloéslicher Teil 
Darin: 
PLO, in mg 
Stickstoff in mg . 
Cholinplatinchlorid . 


Fettsiuren (in ecm /10- 
NaQH) 


Jecorinartiger Koérper . 


0,068 0,042 0,061 


1,8 


— 1,5 


| 0,250.0,175) 0,151 


| | 
10,12 7,6 | 5,63 
— 42 | — 
— 0,040 0,032 
3,2 (3,1 | 1,4(?) 


| | 
0,015,0,014, 0,019 


' 


0,044 0,078 0,112 0,102, 0,092 


17,0 66 62 (84 |7,5 
| | | | 
2,3 14 (22 {16 (2,1 





| 
| | | 
9,76 | — 8,92 |8,57 | 8,56 
ss 
| — (56 (64 [3,5 | 5,6 
0,060 0,042 0,098 0,050, 0,042 
| =— ee 
28 25 |24 31 | 23 


0,026 0,059 0,010,0,012 0,017 


Tabelle IJ, — Atherunléslicher Teil. 














Nor- Nor-) Ca. port. 


| | | 
Ca.- Tues Para- Para- Tabes 





ean mal mal I es Vb W et wWetl W-+ 
Gewicht. ... 2. . + 0,51085, 062 | 0,75 | 0,99/ 0,500,80 | 0,62 
P.O; in mg 011/— | — [tee [ee — jee | = 
Cholinplatinchlorid . . —e 0,072 | 0,080 _ | — 0,052! — 
Fettsiuren ..... 16) — 2.1 40 {22 | 3,0 |38 | 2,5 
Aschenalkalescenz in ccm | 
N/io-HCl . 3,0 9.6 — 5,5 28 | — 6,8 | 6,5 











oe, ° : ‘ . , oO. 
Uber Lipoide des menschlichen Serums und Lipoidbestimmung. oO-: 

















Tabelle III. — Eiweifteil. 
; Nor- | Nor- | Ca. port. Ca.- Lues Para- Para- Tabes 
Diagnose ; . _ Sammel- _ lyse lyse we 
ma mal | Kachexie fal) W--W-- W -+- 
Gewicht des Fiweif- 
stickstoffes inmg 924.0 9296 | 610.4 | 1086.4 977,2.914,2 907,2 
Reststickstoff in mg | 12,18 17,92 11,2 5,04! 11,2 12.6 12.32. 14,0 
Restphosphor in mg | 
| | 17,7 | 11,2 6,2 | 8,11 17,7) 17.6, 6,08 


Die Mengen des freien und gebundenen Cholesterins sind, 
wie wir aus der Tabelle I ersehen, grofien Schwankungen 
unterworfen. Das Verhiltnis vom freien Cholesterin zum ge- 
bundenen ist gleich: 


bei Normal. ...: « @:t@@ =— 1:23 
+ « eb « GR Eee F: 28 

Ca. port... . 1+. « G:F — 1:18 
(Sammelf.) . . 44: 102 1:23 
Lues..... i « (3: 30@ = 1:25 
Paralyse . > «eet ae 3: OF 

oo . 108: 198 = 1:10 

Tales «.«« & = St Tee oe §: 19 


Aus dieser Zusammenstellung ersehen wir, dal} bei den 
letzten drei Fiillen mit positivem Wassermann parallel mit der 
eventuellen Vermehrung der Cholesterinester eine noch stirkere 
Vermehrung des freien Cholesterins stattfindet, sodali das 
Verhiiltnis des freien Cholesterins zum gebundenen, das beim 
Gesunden im Durchsehnitt 1: 2.5 ist, in einem Fall 1: 0.3 
betrigt. Im Durchschnitt ist das Verhiltnis des freien Cho- 
lesterins zum gebundenen bei den letzten 4 Fiillen mit posi- 
tivem Wassermann = 1: 1,4. Man ist zwar nicht berechtigt, 
anzunehmen, wie es z. B. Peritz, Pighini und ROhman tun, 
daB der Ausfall der Wassermannschen Reaktion direkt von 
der Menge der Lipoide bezw. des Cholesterins im Serum ab- 
hingt; dagegen wiirde sprechen die Vermehrung des freien 
Cholesterins bei Diabetes, Nephritis und anderen Erkrankungen 
mit negativer Wassermannscher Reaktion, die von vielen 
Autoren konstatiert wurde, einerseits, und anderseits diejenigen 
Luesfille mit positiver Wassermannscher Reaktien, bei denen 





326 W. Klein und L. Dinkin, 


der Cholesteringehalt des Serums die Norm nicht tiberragt. 
Nach neueren Untersuchungen sind es vielmehr andere Be- 
standteile des Serums, die an dem Ausfall der Wasser- 
mannschen Reaktion beteiligt sind (Euglobulinfraktion). Man 
darf aber den Lipoiden, speziell dem Cholesterin, nicht jede 
Wirkung absprechen, denn bei der Mehrzahl unserer Luesfille 
ist doch eine Vermehrung des freien Cholesterins (nach der 
Digitoninmethode) zu konstatieren, was angesichts seiner grofen 
serologischen Wirksamkeit von Bedeutung sein kann. 

Was die Fettsauren, die im acetonléslichen Teil bestimmt 
wurden, anbelangt, so miissen wir annehmen, dafi sie zum 
groften Teil an das Cholesterin gebunden waren. Der andere 
Teil, der eventl. als Glycerinfett in diesem Extraktteil vor- 
handen sein kann, ist jedenfalls viel kleiner. Die oben erwihnte 
Ausscheidung, die nach dem Erkalten des Alkohols stattfand, 
konnte immer als Cholesterin-Palmitinséiureester identifiziert 
werden. Die ermittelten Fettsaurezahlen wiirden, auf Stearin- 
siiure berechnet, im Durchschnitt ein etwas héheres Gewicht 
des acetonléslichen Teiles verlangen. Wahrscheinlich ist die 
Tatsache mit dem Vorhandensein von niederen gesiittigten oder 
ungesiiltigten Fettsiiuren zu erkliiren. Die unbekannten Glycerin- 
fettmengen, die eventl. mit dem Cholesterin zusammengehen 
und die vielleicht vorkommende unvollkommene Verseifung ver- 
eiteln den Versuch, die Digitoninmethode durch die Bestimmung 
der Fettsiiuren zu erganzen und eventuell zu kontrollieren. 

Von den zwei untersuchten Ca.-Fallen weist der erste, der 
einem kachektischen Individuum entstammt, einen geringeren 
Lipoidgehalt auf als alle anderen; speziell ist die Menge der 
acetonunldslichen Lipoide verringert. Bei dem zweiten Misch- 
serum, das 7 Krebskranken entstammt, ist dagegen keine Her- 
absetzung der Lipoidmenge zu konstatieren. 

Bei den letzten vier Fallen mit positivem Wassermann 
finden wir auBer der oben besprochenen Vermehrung des freien 
Cholesterins eine allerdings geringe Vermehrung der aceton- 
unloslichen Lipoide. 

Im iibrigen kann man ersehen, dab die Menge der Lipoide 
auch in den verschiedenen Gruppen schwankt, was besonders 
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bei den zwei ersten Seren, die normalen [ndividuen entstammen, 
auffallt; wahrend der erste Fall einen grofen Keichtum an 
Lipoiden aufweist, finden wir beim zweiten viel geringere Werte 
bei beiderseitig etwa gleichem Eiweifgehalt. 

Ein spezielles Interesse beanspruchen die kohen Phos- 
phorzahlen im wasserloslichen Teil (Tabelle Ill), welche dem 
Lecithinphosphor mindestens gleichkommen. Es ist uns vor- 
liiufig unmdglich, ein definitives Urteil tiber die Genese dieses 
in allen Fallen konstatierten Phosphoranteiles abzugeben. Be- 
sondere Beachtung wurde tibrigens dem in den gewohnlichen 
Lipoidsolventien unloslichen Phosphor in der Arbeit von J. Green- 
wald geschenkt, der eine Steigerung dieses im Serum para- 
thyreoidektomierter Hunde vorfand. 


Zusammenfassung. 


Die nach der Methode von Autenrieth und Funk unter- 
suchten Sera gesunder Menschen enthielten durschschnittlich 
177 mg Gesamtcholesterin in 100 ccm Serum, das Serum Car- 
cinomatoser 174 mg; bei zwei Dritteln der Lueskranken war 
eine Vermehrung bis zu 320 mg zu konstatieren; die Durch- 
schnittszahl betrigt bei ihnen 239 mg in 100 ccm Serum. 

Auferdem wurden Lipoidbestimmungen in grOferen Mengen 
Serum vorgenommen. Der Gang der Untersuchung war dabei 
folgender: 

Das Serum wurde nach verschiedenen Vorversuchen nach 
der Methode von Frankel und Elfer, die sich sehr zweck- 
maBig erwies, vorbereitet. Als rasch erschépfendes Extraktions- 
mittel wurde eine Mischung von Alkohol und Ather (2:1) an- 
gewandt. 

Der mit wasserfreiem Ather aufgenommene Extrakt libt 
einen itherunldslichen Teil zuriick, der in der Hauptsache, 
aufer den mitgeschleiften Salzen, noch Seife, alkohollosliches 
Phosphatid und geringe Mengen von abiureten, aber mit Nin- 
hydrin reagierenden Substanzen enthiilt. 

Die atherlésliche Portion kann mittels mehrmaliger Aceton- 
fillung in einen acetonunléslichen, den phosphatidhaltigen Teil, 
und einen das freie und gebundene Cholesterin enthaltenden 
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acetonloslichen Teil getrennt werden. Als konstante Begleit- 
substanz des Phosphatids konnte immer eine jecorinartige Sub- 
stanz, deren Reduktionsvermégen gegen Fehling gering war, 
die aber ammoniakalische Silberlésung weinrot farbte, isoliert 
werden. 

Das Eiweifi des Serums konnte zurtickgewonnen und 
bestimmt werden, indem die extrahierte Masse durch Aus- 
laugen mit Wasser vom Natriumsulfat befreit wurde. In dem 
durch Filtration vom koagulierten Eiweif geschiedenen 
wiisserigen Auszuge wurden auber dem Reststickstoff noch be- 
triichtliche Mengen Phosphor in organischer bindung nach 
Neumann nachgewiesen. 

Bei den auf diese Weise untersuchten Seren von normalen 
Individuen war das Verhiiltnis des (nach der Digitoninmethode 
ermittelten) freien Cholesterins zu dem gebundenen im Durch- 
schnitt gleich 1: 2,47; bei den Fillen mit positivem Wasser- 
mann stieg in drei von vier Fallen der Gehalt an freiem 
Cholesterin, sodal} das Verhiltnis in einem Fall zu 1:0,3 ge- 
funden wurde. In dem einen Ca.-Fall (blumenkohlartiges Ca. 
port., Kachexie 150 cem Serum) ist eine auffallende Ver- 
minderung aller Lipoidanteile zu konstatieren. Das andere Misch- 
serum, das 7 ambulanten Patienten entstammt, weist dagegen 
ziemlich hohen Lipoidgehalt auf. 

Die groben Mengen pathologischer Sera, die in vorliegen- 
der Arbeit zur Untersuchung gelangten, entstammen Patienten 
des Samariterhauses (Dir. Exzell. Czerny), der med. Poliklinik 
(Dir. Geh. Rat Fleiner), der Hautklinik (Dir. Prof. Dr. Bett- 
mann), der psychiatr. Klinik (Dir. Geh. Rat Nissl) und der 
Frauenklinik zu Erlangen (Dir. Prof. Dr. Seitz). Den genann- 
ten Herren Institutsleitern danken wir verbindlichst ftir ihr 
liebenswiirdiges Entgegenkommen. Zu besonderem Dank sind 
wir Sr. Exzellenz fiir die liberale Zuweisung der Hilfsmittel des 
chemischen Laboratoriums des Krebsinstitutes und fiir das Inter- 
esse an den angeregten Fragen verpflichtet. 
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Uber das Verhalten von Phenylhydroxylamin und dessen 
Nitrosoderivat im Organismus. 
Von 


E. Sieburg. 


Aus dem Institut fiir Pharmakologie und physiologische Chemie der Universitat 
zu Rostock.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23, Juli 1914.) 


Das Ammoniumsalz des Nitrosophenylhydroxylamins ist 
von seinem Darsteller O. Baudisch!) als «Cupferron» bezeichnet 
worden. Diese Verbindung hat deswegen ein etwas erhdhtes 
Interesse gefunden,”) weil sie in der analytisch-chemischen 
Praxis Verwendung findet als Trennungsmittel des Kupfers und 
Kisens von den meisten tibrigen Schwermetallen. Cupferron 
bildet naémlich mit den genannten Elementen innere komplexe 
Salze im Sinne der Wernerschen Anschauung, die eine be 
queme Trennung und quantitative Bestimmung namentlich auch 
des Eisens in der physiologischen Chemie ermdglichen. 

Das Nitrosophenylhydroxylamin ist nun zwar auch wie 
seine Muttersubstanzen ein Protoplasmagift, aber ist sehr viel 
weniger giftig wie das Phenylhydroxylamin und das Hydroxyl- 
amin selbst. Es ist als Methamoglobin bildender Korper ein 
Blutgift. Die Leistungsfahigkeit des Herzens setzt es herab, 
erweitert die peripheren GefiiSe und erniedrigt den Blutdruck. 
Zudem schiadigt es die Niere. Direkte Wirkungen auf das 
Nervensystem hat es nicht. 

Kaninchen vertragen subcutan, wohl wegen des héheren 
Alkaligehaltes des Blutes, der das gebildete Methimoglobin 
wieder fiir die Atrnung disponibel macht, mindestens die zehn- 
fache Menge Cupferron wie Katzen, die bei ca. 50 mg zugrunde 


1) 0. Baudisch, Chem. Ztg., 1909, Nr. 49, S. 1298. 
2) Ausfiihrliche Literatur siehe bei N. Spindler, Uber das biolo- 
gische Verhalten des Cupferrons, Med. Inaug.-Diss., Rostock 1914. 


23* 














Oye + a 
332 E. Sieburg, 


gehn. Verhaltnismabig grofie Mengen lassen sich Hunden per 
os beibringen, ohne die Tiere allzusehr zu schidigen. 

Bei einem Hunde, der innerhalb drei Tagen 2,5 g Cup- 
ferron erhalten hatte, fanden sich am Ende dieser Periode 
Zeichen einer leichten Nephritis: Spuren von Eiweifi im Harn 
und im Sediment rote Blutkérperchen und einige hyaline Zylinder. 
Der Harn an und fiir sich reduzierte nicht, wohl aber, nach- 
dem er 30 Minuten mit Salzsiure erwirmt war. Der die Re- 
duktion bedingende, durch Hydrolyse entstandene Koérper gab, 
wenn auch in dieser Form im Harn unschon, die Reaktionen 
der Glukuronsiiure. Somit war der Gedanke an einen Uber- 
gang des Cupferrons in den Harn in Form einer gepaarten 
Glukuronsiure gegeben und es wurde nun versucht, grofere 
Mengen dieser Substanz in reinem Zustande zu isolieren. 

Ks wurde mehreren Hunden gleichzeitig drei bis fiinf 
Tage hindurch je 1 g Cupferron verfiittert. Vorher wurden die 
Tiere einige Tage unter normalen Bedingungen im Versuchs- 
kiifig gehalten, im Harn aber niemals nachweisbare Mengen 
von Glukuronséure frei oder in Paarung gefunden. Die Harne 
wurden vereinigt und, um sie von dem eventuell vorhandenen 
EiweiB zu befreien, zum Sieden erhitzt und filtriert. Der nun 
zuniichst durch Bleiacetat hervorgerufene Niederschlag zeigte 
sich bei der Verarbeitung frei von den gesuchten Stoffen. Nun- 
mehr wurde mit Bleiessig gefiillt. Wie durch Reduktionsproben 
festgestellt werden konnte, ging die gepaarte Glukuronsaure 
auch nicht v6llig in diesen durch basisches Blei gebildeten 
Niederschlag. Erst durch Bleiessig -- Ammoniak wurde eine 
vollige Ausfiillung der Substanz erzielt. 

Bei der Verarbeitung dieses Bleiniederschlags erwies sich 
Schwefelsiiure, Natriumsulfat oder Natriumcarbonat nicht als 
zweckmiibig. Denn selbst der vorsichtige Zusatz von Schwefel- 
siiure schien Zersetzung der Glukuronsiure herbeizufiihren und 
bei Anwendung von Sulfat oder Natriumcarbonat lieben die 
Ausbeuten zu wiinschen tbrig. 

So wurde denn der Bleiniederschlag in Wasser suspen- 
diert und durch Einleiten von Schwefelwasserstoff zerlegt. Das 
Bleisulfid wurde noch einige Male mit etwas warmem Alkohol 
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ausgelaugt. Das fast wasserhelle Filtrat wurde zwecks Neutrali- 
sierung mit einem Uberschu8 von Baryumcarboat versetzt und 
die ganze Masse auf dem Wasserbad zur Trockene verdampft. 
Dieser Trockenriickstand wurde mit einem Gemisch von Alkohol 
und Ather ausgezogen und der Auszug eingedunstet. Er hinter- 
blieb als weifbe mit einzelnen Krystallnadeln durchsetzte Masse. 
Sie liste sich spielend in Ather, gut in Alkohol, schlecht in 
kaltem, besser in warmem Wasser. Zwecks Reinigung wurde 
mit Wasser aufgenommen und im Scheidetrichter mit Ather 
ausgeschiittelt. Der mittels gegliihten Natriumsulfats getrocknete 
Atherauszug wurde etwas eingeengt mit Alkohol und wenig 
Wasser versetzt und der Krystallisation tiberlassen. Es krystalli- 
sierten prachtvolle bis 1,5 cm lange farblose zu Biischeln an- 
geordnete Nadeln. 

Es gelangte so der Harn von Hunden zur Verarbeitung, 
die zusammen im ganzen 14 g Cupferron verabfolgt bekommen 
hatten. Trotzdem durch Vorproben natiirlich Verluste entstanden 
waren, konnten so ca. 2,3 g der reinen Substanz isoliert werden. 

Der Kérper war aschefrei und léste sich mit neutraler 
Reaktion sehr leicht in Ather, leicht in Alkohol, schwer in 
kaltem, besser in warmem Wasser. Alkalizusatz begtnstigte 
momentan die Loéslichkeit in Wasser nicht. Die Substanz war 
stickstoffhaltig, krystallwasserfrei und schmolz zwischen 179° 
und 180° unter Zersetzung. 0,2074 g in 26,28 g absolutem 
Alkohol gelost gaben im 200 mm-Rohr a = — 1,56°. 

0.1864 g Substanz gaben 0,3621 g CO, und 0,0848 g H,O 

— 53,49%o C und 5,09% H. 
0,2331 g Substanz gaben 0,4585 g CO, und 0,1064 g H,O 
= 53,64°/o C und 5,03°)0 H. 
0,4102 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 15,2 ccm "/10-H,SO, 
— 0,02128 g N = 5,11% N. 

Ein K6érper von der empirischen Formel C,,H,,NO, verlangt theo- 
retisch: C = 53,93°%o, H = 4,87°%o, N = 5,24 °o. 

Obgleich die gefundene Substanz gar keine sauren Figen- 
schaften hatte, gab sie doch nach dem Zerkochen mit Salz- 
siure die typischen Reaktionen einer gepaarten, bzw. der nun- 
mehr abgespaltenen freien Glukuronséure. Fehlingsche Losung 
wurde sofort reduziert. Mit Phloroglucin und Salzsaure farbte 








334 E. Sieburg, 


sich die LOsung kirschrot, welche Farbe sich mit Amylenhydrat 
ausschiitteln lie} und hier ein Absorptionsband in Gelb und 
Gelbgriin zeigte. Mit Orcin und Salzsiéure gekocht entstand 
zuniichst eine violette Verfirbung, die schlieBlich mit smaragd- 
griiner Farbe in Amylenhydrat iiberging und das Spektrum in 
Orange und Gelb verdunkelte. Die Tollenssche Naphtoresorcin- 
probe lieferte den prachtvoll violettblauen atherléslichen Farb- 
stoff mit dem Absorptionsband in Gelb. 

Was den an die Glukuronsiiure gebundenen Paarling an- 
geht, so fiel auf, dafi beim Neutralisieren des Hydrolysates mit 
Natriumearbonat eine schwache Violettfirbung auftrat und daf 
Eisenchlorid in ganz schwach salzsaurer LOsung kurz vor dem 
Neutralisationspunkt ebenfalls intensiv violett verfarbte. Es 
wurde nun eine etwas gréfere Menge der Substanz mit 10°/oiger 
Salzséure 15 Minuten im Wasserbade erhitzt, nach dem Er- 
kalten mit Natronlauge tibersittigt und mit Ather ausgeschiittelt. 
Der Atherriickstand bestand aus winzigen, etwas schmutzig braun 
verfirbten Nidelchen, die folgende Reaktionen gaben: 

1. Millons Reagens farbte schon in der Kilte rosa, beim 
Erwirmen tiefrot. 

2. Mit Eisenchlorid entstand sofort eine intensiv vio- 
lette Farbe. 

3. Natriumhypochlorit erzeugte einen griinen Farbenton, 
der bald zu Gelb verblaBte. 

4. Die Indophenolreaktion trat prompt ein; denn nach 
Erwiirmen mit Salzsiiure und etwas wasseriger Phenollésung 
riefen einige Tropfen Natriumhypochlorit eine rotviolette Far- 
bung hervor, und nach Uberschichten mit Ammoniak fiirbte 
sich die obere Schicht indigblau. 

5. Nach nochmaligem Sublimieren zwischen Uhrglisern 
zeigten die Krystiillchen bei schnellem Erhitzen den Schmelz- 
punkt 183°. 

Hiermit ist bewiesen, daf der Glukuronsiurepaarling p- 
Aminophenol ist. 

Diese Verbindung zwischen p-Aminophenol und Glukuron- 
siiure reduzierte, wie bereits erwéhnt, Fehlingsche Lésung 
nicht, sie gab auch mit Eisenchlorid keine Violettfiirbung und 
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— sie verinderte das Spektrum einer Himoglobinlésung nicht. 
Zufallig blieb eine Suspension der Substanz in Wasser mit 
reichlich ungeldstem Bodensatz, die mit einigen Tropfen Natrium- 
carbonatlosung versetzt war, einige Tage stehen. Die Substanz 
war vollig in Losung gegangen und hatte sich dabei dunkel 
gefarbt. Auch jetzt wurde Fehlingsche Losung nicht reduziert; 
die neutralisierte Flissigkeit erzeugte nun aber in einer Oxy- 
haémoglobinlosung ein deutliches Methéamoglobin-Spektrum. Da 
Alkali in solchen Verdiinnungen auf gepaarte Glukuronsiéuren 
nicht spaltend einwirkt, mufbte irgend eine andere intramole- 
kulare Umwandlung stattgefunden haben oder eine Bindung 
gelist sein. 

Die Glukuronverbindung gehért ferner zum Typus der 
6-Glukoside. Denn nach sehr kurzer Einwirkung von Emulsin 
lieB sich in der neutralen Suspension durch KReduktion freie 
Glukuronsiure und durch Eisenchlorid p-Aminophenol nach- 
weisen. 

Diesen Tatsachen zufolge labt sich der Kérper von der 
Formel C,,H,,NO, auffassen als das Lactam der p-Amino- 
phenolglukuronsdaure: 
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Eine mit p-Aminophenol gepaarte Glukuronsaure ist 
iibrigens in der Literatur schon erwahnt, niimlich von Jaffe 
und Hilbert!) als Ausscheidungsprodukt des Acetanilids und 
von Mérner?) als Stoffwechselprodukt desselben Korpers. Rein 


1) M. Jaffe und P. Hilbert, Diese Ztschr., Bd. 12, 1888, S. 29%. 
2) K. A. H. Mérner, Ebenda, Bd. 13, 1889, S. 12. 
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isoliert aus dem Harn wurde die Substanz noch nicht. Moérner 
erhielt neben einer gepaarten Atherschwefelsiure das stark 
linksdrehende unreine Zinksalz einer Substanz, die nach dem 
Zerkochen mit Salzséure reduzierte und eine sehr schéne Indo- 
phenolreaktion gab. 

Die Ausscheidung des Cupferrons im Harn in Form des 
Lactams der p-Aminophenolglukuronsaure stellt sich dar als 
ein klassischer chemischer Entgiftungsvorgang des Organismus. 
Die Nitrosogruppe des Nitrosophenylhydroxylamins wird abge- 
kuppelt und verbrannt. Das Phenylhydroxylamin, ein schweres 
Gift, lagert sich, wie im Reagenzglas bei Gegenwart von ver- 
diinnten Mineralsiuren, um in p-Aminophenol. Diese Substanz, 
fiir den KOrper gleichfalls noch giftig, paart sich mit einem Produkt 
des Kohlenhydratstoffwechsels zur p-Aminophenolglukuronsiure. 
Die freie Amidogruppe dieser Substanz ist aber ebenfalls fiir 
den Organismus noch nicht gleichgiiltig, denn sie wirkt Met- 
hiimoglobin bildend, und erst ihre Eliminierung in Form einer 
Lactambindung liefert einen dem Organismus nicht mehr ge- 


fiihrlichen Stoff: 
C,H,—N=(NO)OH #—> C,H,—NH—OH #—> HO—C,H,—NH, 
y 


Paarung! 
¥ 





Es soll tibrigens nicht behauptet werden, dab das Lactam 
der p-Aminophenolglukuronsaéure die einzige Form ist, in der 
das Cupferron aus dem Koérper ausgeschieden wird. Ein kleiner 
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Teil wird vielleicht verbrannt, und nicht unwahrscheinlich ist, 
daB ein anderer Teil in anders entgifteter Form, z. B. als Ather- 
schwefelsiure im Harn erscheint, wenn diese auch _ nicht 
nachgewiesen, bezw. wenn auch nicht daraufhin untersucht 
wurde. 

Es lag nun nahe, die direkte Muttersubstanz des Cupfer- 
rons, niimlich das Phenylhydroxylamin, beztiglich seines 
Verhaltens im Tierkorper zu studieren. Allzu_ reichlich sind 
die Mitteilungen iiber die biologischen Eigenschaften dieses 
KOrpers nicht.!) Es scheint ein starkes und rasch wirkendes 
Gift zu sein, denn es tétet per os eingefiihrt Kanjnchen inner- 
halb zwei bis drei ‘Tagen schon in Gaben von 0,01—0,02 g. 
Wahrend Lewin die durch das Gift gesetzte Bluiveriinderung 
— Methi&moglobinbildung — als die wesentliche Ursache des 
Krankwerdens und des Todes der Versuchstiere hinstellt, 
mdchte Binz dies mehr durch Lihmung der Nervenzentren 
erklaren. 

Nach Verftitterung von Phenylhydroxylamin beim Kaninchen 
erhielt Lewin im Petrolitherextrakt des Harns einen Stoff, der 
nach Reduktion mit Zinn und Salzsiiure durch Chlorkalk in 
wiisseriger LOsung «zuerst einen orangefarbenen, bei Mehrzusatz 
des Reagens rot werdenden, nach Zusatz eines Uberschusses 
sich aufhellenden, resp. teilweise verschwindenden Nieder- 
schlag» bildete. Da Lewin mit reinem Azoxybenzol dieselbe 
Reaktion erhielt, so nimmt er an, dai das Phenylhydroxyl- 
amin in Form von Azoxybenzol in den Harn iibergeht. Gewib, 
beim Liegen an der Luft lagert sich Phenylhydrcxylamin un- 
schwer in Azoxybenzol um; aber um dies auf den Tierkorper 
zu ltibertragen, so ist doch zu bedenken, dali Azoxybenzol 
einmal noch recht giftig und dann auch ginzlich unloslich in 
Wasser ist. 

E. Meyer spaltete denHarn seiner mit Phenylhydroxyl- 
amin vergifteten Versuchstiere zuerst durch Kochen mit Saéure 


!) L. Lewin, Arch. fiir exper. Path., Bd. 35, 1895, $. 401. — Der- 
selbe, Dtsch. med. Wehschr., Bd. 32, 1906, S. 710. — C. Binz, Arch. fiir 
exper. Path., Bd. 36, 1895, S. 403. — E. Meyer, Diese Zeitschrift, Bd. 46, 
1905, S. 503. 
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und erhielt durch Atherextraktion des wieder alkalisch ge- 
machten Harns einen K6érper, der eine sehr intensive Indo- 
phenolreaktion gab und der deshalb als p-Aminophenol ange- 
sprochen wurde. 

Zu eigenen Versuchen wurden wieder kriftige Hunde 
von ca. 10 kg und mehr gewahlt. Das verwendete Phenyl- 
hydroxylamin war frisch hergestellt und wurde vor jeder Dar- 
reichung, wenn es sich verfarbt hatte, von neuem umkrystal- 
lisiert. Der erste Hund ging nach Verabfolgung von 0,3 g 
per os innerhalb drei Tagen zugrunde. Unter Zunutzemachen 
der Tatsache, dai die auf Methimoglobinbildung beruhende 
Giftigkeit eines Stoffes durch gleichzeitige Alkalidarreichung 
abgeschwiicht wird, da Alkali das Methimoglobin im Blute in 
alkalisches Methiimoglobin umwandelt, dies beim Durchgang 
durch die Leber zu Hiimoglobin reduziert und dann in der 
Lunge wieder zu Oxyhiimoglobin oxydiert werden kann, wurden 
mit 0,3 g Substanz gleichzeitig mehrere Gramm Natriumcarbonat 
an zwei ‘Tiere verfiittert. Dies erwies sich aber als ein 
schwerer Fehler. Denn die Tiere bekamen heftigstes Erbrechen 
und starben innerhalb 20 Minuten unter Krémpfen. Das Blut 
war enorm methimoglobinhaltig. Das Phenylhydroxylamin ge- 
hért eben zu der Klasse von Giften, die auf reduktivem Wege 
Methimoglobin bilden und deren reduzierende Kraft durch 
Alkali noch gesteigert wird. 

Ks gelang jedoch, den Hunden einige Tage hintereinander 
0,2 g Phenylhydroxylamin beizubringen, das mit einigen Tropfen 
Salzsiiure in Pillenform verarbeitet war. Die Untersuchung des 
Harns geschah in derselben Weise wie beim Nitrosophenyl- 
hydroxylamin. Auch hier gelang es, aus dem durch basisches 
Blei +- Ammoniak hervorgerufenen Niederschlag das Lactam 
der p-Aminophenolglukuronsdaure zu isolieren, das durch 
Schmelzpunkt und Charakterisierung der Spaltungsprodukte 
identifiziert wurde. 

Was nun das Verhiiltnis der Giftigkeit des Nitrosophenyl- 
hydroxylamins zu der des Phenylhydroxylamins angeht, so 
scheint es a priori bei theoretischer Betrachtung nicht unwahr- 
scheinlich, dafi der Eintritt der an sich stark wirkenden Nitroso- 
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gruppe in das Molekiil des Phenylhydroxylamins dessen Giftig- 
keit erhOhen wiirde. Gerade aber das Umgekehrte ist der Fall. 
Eine nicht veresterte oder sonstwie substituierte 
endstindige Aminogruppe bedingt eine hohe Giftig- 
keit. Verschlu8 des Amino- oder Iminowasserstoffs 
selbst durch Nitrosogruppen schwicht die Giftwirkung 
ab; ein kleiner Beitrag zu dem viel diskutierten Thema: 
chemische Konstitution und physiologische Wirkung. 








Uber die gleichzeitige Veranderung des Gehaltes an Glykogen, 
an Stickstoff und an Enzymen in der lebenden Hefe. 
Von 


Sixten Kullberg. 


Mit sechs Kurvenzeichnungen im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. Juli 1914.) 


Vor einiger Zeit sind ein paar Mitteilungen von H. v. 
Euler!) tiber die Rolle des Glykogens bei der Girung durch 
lebende Hefe erschienen. Er weist auf einige Umstinde hin, 
die fiir die bis jetzt wenig beachtete Griifische Hypothese,?) 
dafi bei der alkoholischen Gérung in der Hefe der Zucker 
zuniichst in Glykogen verwandelt wird, zu sprechen scheinen. 
Wenn die Griifische Hypothese zutrifft, wird es auch wahr- 
scheinlich, daB die Zwischenprodukte, welche man auf Grund 
der Differenz (A—C)*) zwischen dem verschwundenen Zucker 
und der auftretenden Kohlenséure annehmen mub, Stoffe sind, 
die zwischen den Hexosen und dem Glykogen liegen. 

Im Anfang einer Untersuchung tiber diese Kohlenhydrate 
habe ich mir vorgenommen, die gleichzeitige Veriinderung des 
Gehaltes der Hefe an Glykogen, an Stickstoff und auch an 
Enzymen etwas niiher zu studieren. Es ist bekannt, daB stick- 
stoffreiche, giirkriiftige Hefen glykogenarmer sind als die, welche 
weniger Stickstoff halten. Diese Tatsache ist in Mitteilungen 
von Schonfeld und Hirt‘) und Schénfeld und Kinzel®) 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 89, S. 337 (1914), und Bd. 90, S. 355 (1914). — 
Vgl. hierzu Harden und Young, Biochem. Journ., Bd. 7, S. 630 (1913). 

*) Zeitschr. f. d. ges. Brauw., Bd. 27 (1904). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 347 (1912). — Zeitschr. f. Garungs- 
physiol., Bd. 1, S. 203 (1912). — Ebenda, Bd. 3, S. 235 (1913). 

*) Wochenschrift fiir Brauerei, Bd. 29, S. 174 (1912). 

5) Wochenschrift fiir Brauerei, Bd. 31, S. 9 (1914). 
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hervorgehoben, welche eine Reihe von Hefen ungleicher Rasse 
auf Glykogen und Eiweif untersucht haben und von einer um- 
gekehrten Beziehung zwischen diesen beiden Stoffen sprechen. 
Sie zeigen, dai die Glykogenbildung in der Hefe vor allem 
von der Kasse der Hefe abhiingig ist. 

Von einer quantitativen (inversen) Proportionalitét kann 
aber wohl nach den Resultaten Schénfelds und seiner Mit- 
arbeiter nicht die Rede sein, wie folgende Tabelle zeigt: 





Eiweifgehalt | Glykogengehalt K. 
Rasse %0 99 Eiweifgehall 
der Trockensubstanz der Trockensubstanz “ Glykogengehalt 





Hefe L. . .| 64 | 17 | 1088 
Hefe K. . .| 60 | 30 | 1800 
Hefe D. . .| 57 | 32 | 1824 


Man sieht aus den von mir berechneten Werten K (Ei- 
weibgehalt * Glykogengehalt), dai hier keine Proportionalitit 
zutrifft, da K eine Konstante sein miiBbte. 

Daf sich Glykogen und andere héhere Kohlehydrate in 
der Hefe bilden, ist ja eine altbekannte Tatsache, und ebenso 
daB der Gehalt an Glykogen grofen Schwankungen (etwa 5°/o 
bis 35°/o) unterworfen ist. Viele Forscher sind damit be- 
schaéftigt gewesen, diese Tatsachen niiher aufzukliiren. Wir 
kénnen nennen Errera'!) und Laurent,?) der eine Zucker- 
ldsung von 10—15°/o als die geeignetste Nahrung fiir reichliche 
Glykogenbildung gefunden hat. Er fand im Héchstfalle 32,6°/o 
Glykogen. Weiter bemerken wir Will’) und Meifiner,*) die 
das Glykogen als Reservestoff ansehen. Kaiser und Boul- 
langer®) haben die Glykogenbildung untersucht, wenn die 
Hefe unter Einwirkung von Wein-, Apfel- und Citronensiiure 
stand. Sie haben einen sehr wechselnden Glykogengehalt er- 





1) Comptes rendus, 1885, 5S. 253. 

*) A. Koch, Jahresbericht tiber die Fortschritte in der Lehre von 
den Giarungsorganismen, 1890, S. 54. 

3) Allgemeine Brauer- und Hopfenzeitung, 1892, Nr. 67. 

4) Zentralblatt fiir Bakteriologie, 1900, I], Bd. 6, 5. 517. 

°) Zentralblatt fiir bakteriologie, Abt. 2, Bd. 5, 8. 532. 
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halten, je nachdem Zuckergehalt, Temperatur, Heferasse, Aciditat, 
Siureart etc. variiert wurden. Als giinstig fiir die Glykogenbildung 
haben sie hohen Zucker- oder niedrigen Siéuregehalt gefunden. 

Henneberg!) hat eine eingehendere Glykogenunter- 
suchung vorgenommen. Wie friher Will weist er darauf hin, 
daB das Glykogen beim Lagern und Wassern der Hefe ver- 
schwindet, schneller in der Warme als in der Kilte. In ab- 
getOteter Hefe dagegen ist das Glykogen lange haltbar. GroBer 
Zuckergehalt der Nahrlésung bewirkt die Glykogenbildung ; wenn 
der Zucker durch die Garung zu einem gewissen Grade ab- 
genommen hat, nimmt auch das Glykogen ab. Die Glykogen- 
bildung beruht auch auf der Heferasse und auf den auf die 
Giirung einwirkenden Faktoren. Henneberg ist der Ansicht, 
dai das Glykogen nicht als Reservestoff betrachtet werden 
kann, wohl aber als ein Zeichen reichlicher Anwesenheit von 
Zucker. 

Weiter hat Kohl?) Versuche tiber Glykogen und Gly- 
kogenbildung gemacht. Er meint, daB Glykogen nicht nur 
Reservestoff sein kann. Es reguliert den ZuckerzufluB in die 
Zelle und ist als Zwischenglied bei der Alkoholbildung zu be- 
trachten. 

SchliefSlich will ich eine Untersuchung von Pavy und 
Bywaters*) tiber Glykogenbildung durch Hefe nennen. Sie 
untersuchen quantitativ das von den Hefezellen gebildete Gly- 
kogen. Sie haben in gewohnlicher Handelshefe ungefihr 5°/o 
Glykogen (= 25°/o der Trockensubstanz) gefunden. Mit ver- 
diinnten Zuckerlésungen als Kulturfliissigkeit erhielten sie nach 
2—3 Stunden eine Verdoppelung bis Verdreifachung des pri- 
miiren Glykogengehaltes. — Bei ihrer Hefe ist der relativ hohe 
Glykogengehalt bemerkenswert. Weiter mul ich schon jetzt 
betonen, daf die Ergebnisse dieser Autoren durch meine unten 
beschriebenen Versuche nicht bestiétigt wurden. Wie Euler 


‘) Wochenschrift fiir Brauerei, 1902, S. 651. 

*) Wochenschrift fiir Brauerei, 1907, S. 206. Ref. aus Ber. der 
Deutsch.. Bot. Ges., Heft 2, 1907. 

*) Chem. Zentralbl., 1908, I, S. 544. Ref. aus Journ. of Physiol., 
Bd. 36, S. 149—63 (1907). 
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in den oben genannten Mitteilungen, habe auch ich im Anfang 
der Gérung eine starke Verminderung des Glykogengehaltes 
gefunden. 

Auer den oben genannten Arbeiten von Schénfeld 
und seinen Mitarbeitern gibt es meines Wissens keine Unter- 
suchung, die den Gehalt der Hefezellen an Glykogen mit dem 
Stickstoffgehalt zusammenstellt. Diese Forscher haben, wie 
gesagt, eine Reihe von Hefen ungleicher Rasse auf Glykogen 
und Stickstoff hin untersucht. In der vorliegenden Unter- 
suchung habe ich bei einer und derselben Hefe durch geeignete 
Vorbehandlung den Glykogengehalt variiert und in Zusammen- 
hang damit die Variationen des Stickstoffs und (in einigen 
Fallen) der Enzymwirkung (Invertase) gemessen. 


Versuchsanordnung. 


Die Versuche wurden mit untergiriger Hefe von der 
hiesigen Hamburger-Brauerei angestellt. Die Hefe wurde ge- 
reinigt durch Waschen bis zum Klarwerden der obenstehenden 
Fliissigkeit und dann abgeprebt. 

Zur Vorbehandlung der Hefe wurden folgende Niahr- 
ldsungen angewandt, welche natiirlich immer durch Kochen 
sterilisiert waren. 

















0,25 ¢ MgSO, | 0,25 ¢ MgSO, 
Lisung 1) ~ ° (H,N),SO, im | Losung fa . > (Hog) tm 
5 » KH,PO, Liter | 5 » KH,PO, | Liter 
20. » Rohrzucker 20 =~» Glykose | 
| 0,25 ¢ MgSO, a 0,25 ¢ MgSO, 
Lisung 2’ 5 » KH,PO, - 4 »(H,N),SO, | im 


| 20 > Rohrzucker) Liter sini "| 5  » KH,PO, fiates 
| 40 =» Rohrzucker 


In einen Liter Nahrldsung wurden 10g Hefe eingeimpft. 
Die Vorbehandlung geschah immer bei einer Temperatur von 
19° C. Nach einer gewissen Anzahl Stunden wurde die Vor- 
behandlung dadurch abgebrochen, daf die Nihrlésung von 
der vorbehandelten Hefe so weit wie méglich abdekantiert und 
dann so schnell wie méglich durch ein gehirtetes Faltenfilter 
abfiltriert wurde. Die Hefe wurde dann einmal mit kaltem 
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Wasser gewaschen und einige Minuten auf Ton getrocknet. 
Sowohl das Einimpfen wie die Filtration und Trocknung der 
Hefe geschah in einem abgekiihlten (etwa 8° C.) und mit 
Thymol') desinfizierten Abzug. Die so erhaltene Hefe wurde 
entweder aufs neue in frische Nahrlisung eingeimpft oder 
analysiert. | 

Um im folgenden anzudeuten, dai die Hefe zuerst eine 
Anzahl Stunden in einer Nahrlésung a und sodann nach Uber- 
impfung eine Anzahl Stunden in einer neuen Losung b vor- 
behandelt ist, wird die Stundenanzahl in jeder neuen Lésung 
zu der friiheren durch + hinzugefiigt. Daf eine Hefe z. B. 
24 -+- 17 + 20 Stunden vorbehandelt worden ist, bedeutet also, 
dafi sie zweimal tibergeimpft worden ist. 

Die analytischen Bestimmungen waren: Feststellung des 
Gehalts an Trockensubstanz, Glykogen und Stickstoff und in 
einigen Serien der Inversionskonstanten. Der Gehalt an Trocken- 
substanz wurde durch Entwaéssern eines Anteils der Hefe bei 
90° bestimmt. Die Glykogenbestimmung wurde nach der von 
Schonfeld und Kiinzel?) modifizierten Pfliigerschen Me- 
thode ausgefiihrt. Zu bemerken ist, daf ich nur ca. 5g Hefe 
zur Glykogenanalyse verwendete. Die durch Hydrolyse gebildete 
Glukose wurde immer nach Bertrand bestimmt. Der Stick- 
stoffgehalt wurde nach der Methode von Kjeldahl ermittelt. 

Wenn schlieblich die Invertase-Tiitigkeit bestimmt wurde, 
geschah es folgendermafen: 0,25 g Hefe wurden in einer 
Mischung von 10 cem 1 °/oiger NaH,PO,-Lésung und 20 cem 
20°/oiger Rohrzuckerlésung aufgeschlemmt. Die Phosphat- 
anwesenheit bewirkt, dab bei den Versuchen eine sehr nahezu 


') Thymol in Alkohollésung wurde eine halbe Stunde vor. dem 
Filtrieren oder Impfen mittels eines Refraicheurs gespritzt. 

?) Wochenschrift fiir Brauerei, Bd. 31, S. 9 (1914). Hier werden 
allerdings nach Salkowski (Diese Zeitschr. Bd. 92, S. 75; 1914) andere 
héhere Kohlehydrate mitbestimmt. Fir die vorliegende Frage kommt 
dies nicht in Betracht, denn, wie Salkowski selbst sagt, ob man den 
betr. Kérper Glykogen nennt oder Hefenglykogen — um einen gewissen 
Unterschied vom Glykogen des Tierkérpers zuzugeben —, ist im Grunde 


gleichgiltig. 
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gleiche Konzentration der H-lonen erhalten wird. Die Reaktion 
wurde mit 10 ccm 5°%/oiger Na,CO,-Lésung nach gewissen 
Zeiten abgebrochen, die Hefe wurde abfiltriert und die Lésung 
im 1 dm-Rohr polarisiert. Die Inversion hat immer bei 19° 
stattgefunden. In den Tabellen sind die Inversionszeiten in 
Minuten angegeben, weiter die beobachteten Drehungen und 


die Reaktionskonstanten k =+ - In —— Die Konstanten sind 


mit Briggschen Logarithmen berechnet. 


Versuchsreihe 1. 


Durch die ersten Versuche sollte eine Orientierung tiber 
das Verhiltnis zwischen dem Stickstoff- und Glykogengehalt 
gewonnen werden. Schénfeld und seine Mitarbeiter glaubten 
ja, wie oben erwahnt, eine inverse Beziehung zwischen diesen 
Grofen gefunden zu haben. 




















Tabelle 1. 
Stickstoffgehalt Glykogengehalt 
Vorbehandlung | (°/o der Trockensubstanz) | (°/o der Trockensubstanz) 








Lisung 1 | Lisung ta Lisung 1 | Lésung la 
Stunden (Rohrzucker) | (Glykose) | (Rohrzucker)| (Glykose) 
0 10,44 18,92 
5 10,96 | 10,52 12,11 | 8,46 
22 11,14 10,82 14,99 13,84 
47 10,52 | 10,50 1249 | 12,53 








Diese Tabelle ist graphisch in Fig. 1 dargestellt. 


Wie aus Tab.1 und Fig. 1 hervorgeht, sind parallele 
Versuche teils mit Glukose, teils mit Rohrzucker in der Niihr- 
léisung angestellt. Die Variationen durch Vorbehandlung in 
Glukoselésung sind betreffs Glykogens gréfier, betreffs Stick- 
stoffs geringer als in der Lésung mit Rohrzucker. Nach 47 
Stunden ist der Gehalt sowohl an Glykogen wie an Stickstoff 
in den beiden parallelen Versuchen gleich geworden. Von 
einer inversen Proportionalitét des Stickstoffs- und Glykogen- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCII. 24 
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eehaltes kann keine Rede sein. Die Schwankungen des Gly- 
kogens sind viel gréfer als die des Stickstoffs. 


hig 4 




















0 20 40 
Stunden 


x Onckstork (L osung 7). 


= * © OS ee 
° Gykogen ( " " 7). 
© " * (Of = eee 


Die Kurven sind tibrigens typisch 
fiir die Variationen, besonders des 
Glykogengehaltes und auch des Stick- 
stoffgehaltes. Sie werden in der ersten 
Phase der spiiteren Versuchsreihen 4 
und 6 wiedergefunden. Betreffs des 
ersten Teils der Glykogenkurve (etwa 
bis 3 St.) ist die Ubereinstimmung 
gut mit den dieses Gebiet umfassen- 
den, obengenannten Untersuchungen 
Eulers. Auch betreffs der Stick- 
stoffvariation gibt es eine gewisse 
Ubereinstimmung mit einem friiheren 
Versuch von Euler und Meyer.?) 
Zu bemerken ist, daB bei dem Ver- 
such dieser Autoren 5 g abgeprefte 
Hefe in 250 ccm Niahrlisung aufge- 
schlemmt wurden, wahrend bei meinen 
Versuchen nur die halbe Hefemenge 
auf dasselbe Volumen Nahrlésung 
kam. 


Versuchsreihe 2. 


Die Versuche dieser Reihe wurden angestellt, um einige 
Anhaltspunkte zu erhalten tiber die Variationen des Gehalts 
der Hefe an Glykogen, Stickstoff und Invertase, wenn die Hefe 
wiederholt in neue Néhrloésung iibergeimpft wird. 

Die Vorbehandlung wurde in Lésung 1 vorgenommen. 
Die ersten Tabellen zeigen die Invertasebestimmungen, und 
dann sind in Tab. 2 und Fig. 2 die Resultate zusammengestellt. 
Dabei sind die Mittelwerte der Inversionskonstanten auf einen 
gemeinsamen Trockengehalt von 30°/o reduziert worden. 





') Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 284 (1912). 

















Invertasetabelle der Reihe 2. 
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Vorbehandl. 











aD 





Ohne Vorbehand- | Vorbehand- | Vorbehandl. 
Vorbehand- lung lung 22-1-17-+-17 "/s]224-17-+-17 1/5 
lung 22 Stunden ]22+-17 Stund. Stunden +17 Stunden 
Min.| a |k-104 a |k-104) a |k-104 a {k-104 a |k- 10! 
o| 741) — | 742) — | 712) — | 703] — | 2,11] - 


15] 5,93) 39 4,93) 77 el 88 4,15 108 | 4,32) 102 


25 | 5,25] 38 | 3,61) 81 93 | 289) 103 | 2.86 105 
35 | 4,52) 40 | 2.62) 81 206) 96 1,55) 111 | 1,74 105 
| 


9| 
39 219] 81 160 96 1,11) 110 | 1,35, 103 




















40 | 4,28) | 
~ |—2,28) — j—2,28} — |-2,28) — |—296 — j—228) — 
Trocken- Trocken- Trocken- Trocken- Trocken- 
substanz substanz substanz substanz substanz 
= 32,69 °/o | = 25,63 %/o | == 24,12 Jo | = 27,79 %/o | = 28,39 % 
Tabelle 2. 
EEE 
| Stickstoff- | Glykogen- K 
oeeneenrey | — — k-10* | __ N,-Gehalt 
° | der Trocken- der Trocken- Red. X Glykogen- 
Stunden | substanz substanz gehalt 
) 8,56 22,50 36 193 
22 10,07 16,37 95 165 
22-+-17 9,82 23,20 117 228 
224-17-+-17'/s 8,96 27,75 118 249 
22 +-17-++-17'/s +-17 8,98 28,17 111 253 














Diese Tabelle ist graphisch in Fig. 2 dargestellt. 

In die Augen fallend ist, daB eine Vermehrung des Gly- 
kogens von einer gleichzeitigen Abnahme des Stickstoffs und 
ebenso ein Abnehmen des Glykogens von einer Zunahme des 
Stickstoffs begleitet ist. Jedoch besteht, wie aus Fig. 2 und 
der letzten Kolumne der Tab. 2 hervorgeht, keinerlei Propor- 
tionalitét. Die GréfSe K ist das Produkt des Glykogen- und 
Stickstoffgehaltes. Die Variationen der Invertasetiatigkeit stimmen 
mit den von Euler und Mitarbeiter gefundenen. 


Versuchsreihe 3. 
Man hat gefunden, daf8 eine, wenn auch viel geringere, 


Invertasebildung eintritt, selbst wenn der zur Vorbehandlung 
24* 
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zuruckgefiihrt. 


bellen hervor: 


verwandten Losung tiberhaupt 
kein Stickstoff zugesetzt wird. 
Es war nun von Interesse zu 
untersuchen, ob die Glykogen- 
bildung in stickstofffreier Nahr- 
lésung ebenso grof ist als in 
Gegenwart von Stickstoffverbin- 
dungen. Am Anfang wurde die 
Hefe in Loésung 2. eingeimpft 
(also in eine Lésung ohne Stick- 
stoff), nach 20 Stunden in frische 
Losung gleicher Zusammensetz- 
ung ubergefiihrt und dort noch 
20 Stunden vorbehandelt. Um 
jetzt den Effekt von einer stick- 
stoffhaltigen L6sung nach dieser 
Vorbehandlung zu sehen, wurde 
die Hefe in Lésung 1 tiberge- 
impft und nach 20 Stunden 
wieder in eine frische Lésung 2 


Die Resultate gehen aus den folgenden Ta- 


Inversionstabelle der Reihe 3. 














| =~ Ohne | Vorbehandl. | Vorbehandl. Vorbehandlung | Vorbehandlung 

t | Vorbehand- | 20 Stunden | 20 -+ 20 Std. ]20 +4 20 Std. in Lis. 2 oo. . 
lung in Lésung 2 | in Lésung2 | +20 > » » 4) foo, 5 > 

Min] a |k-104 a (k-10') a |k-104} a |k-40*} a |k- 10! 
0 7,08 ee 7,06 — | 699) — 6,93; — 6,89; — 
15 —_ |} — 5,35) 59 5,14; 65 4,41) 93 4,36 94 
1] 606 31 f — | — | — |] —- — —~ a | 
251 540! 34 | 436 59 | 4,19 63 | 315/ 93 3981 §8 
33 | 4831 34 348 60 | 3271 6 | 1,96] 97 2,14! 92 
40) 4,59! 35 3,01; 62 2,59} 70 1,45; 99 1,67, 93 
»|—207/ — |-206 — J—224/ — |—222} — |—220' — 
vecieenieelll eel Trockensubstanz] Trockensubstanz | Trockensubstanz 
= 31,32°%o | = 27,47°%o | = 27,59°o == 25,92°/o = 31,30°/o 
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| Stickstoffgehalt | Glykogengehalt | 
Vorbehandlung %o | Jo | k - 10 
der Trocken- | der Trocken- | po ayiort 
Stunden substanz substanz | ' 
1 0 | 8,59 | 24.61 | 33 
2. 20 in Lisung 2 | 8,18 19,60 | 66 
| 
3. 20+20> >» 2 | 6,78 | 2487 | 7 
20+20> » 2)! | 
t. 8,68 15,86 | 110 
+20> >» ff | 
5. +20> » 1 { 6,41 28,53 | 88 


4+20> » 2 


| | 


Die Werte dieser Tabelle sind graphisch in Figur 3 dargestellt. 


Wie zu erwarten war, 
sinkt der Stickstoffgehalt 
schon im Anfang der Vor- 
behandlungen. Das Gly- 
kogen varilert dagegen 
in derselben Weise wie in 
der Versuchsreihe 2 (mit 


stickstoffhaltiger | Niahr- 
losung). Die Invertase- 


vermehrung ist nicht so 
kriftig wie friiher in 
Losung 1. 

Dann folgt der plotz- 
liche Wechsel von Nahr- 
losung. Der Gehalt an 
Stickstoff wird jetzt kraf- 
tig gesteigert und der Gly- 
kogengehalt sinkt ebenso 
kraftig. Auf die erneute 
Einimpfung in Niéhrlésung 
ohne Stickstoff folgt eine 
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entgegengesetzte Wirkung. Die hierdurch erhaltenen Schwank- 


ungen sind sehr beachtenswert. 


Von 3. bis 4, der Tabelle 3 
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betraigt die Zunahme des Stickstoffgehaltes etwa 30°/o und die 
Verminderung des Glykogengehaltes etwa 36°/o, und von 4. bis 
5. vermindert sich der Gehalt an Stickstoff mit etwa 2629/0, 
wihrend der Glykogengehalt mit etwa 80°/o zunimmt. Die Ein- 
wirkung des Gehaltes an Stickstoff der Nahrlésung auf die 
Glykogenbildung ist friiher von Kaiser und Boullanger’) 
hervorgehoben. 

Es bleibt fraglich, ob mit der Vermehrung oder Ver- 
minderung des Stickstoffgehaltes wirklich ein Stoffwechsel- 
vorgang eintritt, durch welchen Glykogen verbraucht oder ge- 
bildet wird, oder ob die Ab- und Zunahme des Glykogens nur 
darin zu suchen ist, daf die Verinderung des Gehaltes eines 
Hefebestandteiles notwendig eine Verd&nderung des Gehaltes 
eines anderen zur Folge hat. Im letzteren Falle méchte die 
Variation der Stoffe gleich, aber entgegengesetzt gerichtet 
sein. Dies ist aber, wie aus Tabelle 3 hervorgeht, nicht der 
Fall. Vergleicht man z. B. daselbst die Punkte 2 und 3, so 
entspricht einer Stickstoffverminderung von 1,4 °/o bezw. einer 
EiweiBverminderung von 9,33.°/o eine Glykogenvermehrung 
von 3,27 °/o. 

Betreffs des Invertasegehaltes ist zu bemerken, daf er 
in der stickstoffhaltigen Lésung kraftig gesteigert wird, und 
daB er bei der Zurtickimpfung in die stickstofffreie Losung 
wieder sinkt. 

Versuchsreihe 4. 

Aus der Versuchsreihe 1 geht hervor, dafi die Variationen 
besonders wihrend der ersten Stunden nach der Einimpfung 
von der Hefe in frische Naihrlésung bedeutend sind. Eine Er- 
giinzung einer der Rethe 2 oder 3, in welchen wiederholte 
Uberimpfungen vorgenommen worden waren, war also sehr 
wiinschenswert. Die folgenden Versuche sind wie die der 
Reihe 2 angestellt. Die Hefe wurde also in LOsung 1 vorbe- 
handelt. 

In der folgenden Tabelle 4 sind die Resultate zusammen- 
gestellt. Die Inversionskonstanten sind dort, wie gewohnlich, 
auf einen Trockengehalt von 30°/o reduziert. 


t) l. c. 
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Tabelle 4. 
(In Fig. 4 graphisch dargestellt.) 























Vorbehandlung | Stickstoffgehalt | Glykogengehalt k- 104 
in Lésung 1 9/9 9/9 
Stunden _der Trockensubstanz der Trockensubstanz Reduziert 

A. | 0 | 8,94 | 19,06 - 

| 4 9,83 | 15,89 — 

| 21 | 9,63 | 9,57 107 

| 45'/2 | 9,97 | 10,34 125 

| 117 | 10,23 | 4,79 | 158 
B. | 21 + 3% | 9,34 | 16,25 103 

| 21 -+ 21 | 9,28 14,48 123 

|} Qi + 44 | 914 | 13,74 | 168 
C. | 214+44-+ 4 | 9,31 | 16,10 | 147 

| 21-++- 44+ 21 | 8,57 | 17,63 | 165 

| 21-+- 44+ 45 | 9,30 16,44 | 188 


Gleichzeitig mit diesen Bestimmungen wurde bei jeder 
neuen Uberimpfung die Girungsgeschwindigkeit in einem be- 
sonderen Versuche ermittelt. Das Verhalten der Hefemenge 
zum Volumen der Lésung war dabei natiirlicherweise dasselbe 
wie bei der Vorbehandlung; 0,25 g Hefe kam auf 25 ccm 
Lisung 1. Die Giirung geschah ebenso wie die Vorbehandlung 
bei 19° C. und wurde volumetrisch verfolgt. Die Gérungs- 
kolben waren durch Kapillarréhren mit Gasbtiretten verbunden, 
in welchen die entwickelte Kohlenséure tiber Quecksilber ge- 
messen wurde. Die Ubersattigung von Kohlensiiure wurde vor 
jeder Ablesung durch energisches Schiitteln aufgehoben. 


_ _— . a... ; ‘ 

Die Garungsgeschwindigkeit 4 wird aus zwei successiven 

Ablesungen des Kohlensiiurevolumens v, und vy, zu den Zeiten 
t, und t, folgendermafen berechnet: 


a Sot, 
At ‘t,t, ° 
Das Mittel der erhaltenen Werte von ne im Bereich der 


At 
. ; , ™ Av , : 
Hauptgiirung ist in der Kolumne a us auf einen gemeinsamen 


Trockengehalt von 30°/o reduziert. 
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Girungstabelle der Versuchsreihe 4. 






- Ohne Vorbehandlung Vorbehandlung 21 Stunden Vorbehandlang 2 21 “ Af Std. 




















| 
Zeit pod Av Av | Zeit op Av Av Zeit reas) ae Av 
Min. | CO, | ‘At Atred. Min. | CO, | At ‘At red. Min. | CO, | At |At red. 
QF | i ‘ ‘ > } 
St | Fl o1s) | 19 016 31 | 6,0) 44! 
133. | 17,21 q 92. 122 | 16.7 0,19) 110 | 16,7] 9 4 
ms | Oe on ee | See 0,20) 023) 173 | 278! gig! Long 
194 | 30,2} q59|( oo1] 226 | 87,0 909! 254 | 42,0/ 9 93 
216 35,0) 9 94 309 | 53,9 G94) 335 | 60,2 | 9 47 
278 | 47,7 0.341 376 | 70,2; | 390 | 69,7 | 
303 © 56.2) 9 97 | 19 - 60 105,6 | 18.5 - 60 109,0 
369 74,2] 23 - 60 114,1 | 22-60/113,0) 


| | | 


9.601128 | | | | 
20,5-60115,2 | | | } | 

24-60 115,4 | | | | 
Trockensubstanz = 32,85°/o]| Trockensubst. = 25,92 °/o |Trockensubhstanz = 28,99 °/o 


| 
| 








Wie aus der Girungstabelle hervorgeht, ist die Gérungs- 
geschwindigkeit in den drei Fiillen sehr wenig verschieden.') 
Die Gérung ist innerhalb 20 Stunden, praktisch genonnen, zu 
Ende gegangen. Die hauptsiichliche Giirung geschieht inner- 
halb 6 Stunden. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in mehreren 
Beziehungen unerwartet. Betreffs des Stickstoffs ist die Uber- 
einstimmung der ersten Phase der Versuche mit der Versuchs- 
reihe 1 nicht ganz geniigend. Man sollte erwarten, dab der 
Wert 9,83°/o etwas niederer und der Wert 9,63 etwas hoher 
sel. Gerade dieselben Schwankungen des Stickstoffs, wie die 
jetzt gefundenen, werden aber in der Versuchsreihe 6 wieder- 
gefunden. 


") Die aus der Tabelle hervorgehenden kleinen Verainderungen der 
Garungsgeschwindigkeit stehen in guter Ubereinstimmung mit den Girungs- 
versuchen von Euler und Johansson (Diese Zeitschr., Bd. 84, S. 97, 
1913), welche nach Vorbehandlung in ahnlicher Nihrlésung vorgenommen 
sind. Diese Autoren zeigen, dafi die Garkraft der Hefe innerhalb 24 Stunden 
nach der Einimpfung in neue Liésung ein wenig gesteigert wird, um bei 
lingeren Vorbehandlungszeiten erheblich geschwacht zu werden. 
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Betreffs des Glykogens erwartete ich, daf der Gehalt 
dieses Stoffes bei jeder neuen Uberimpfung die typische, kriiftige 
Verminderung erfahren wiirde, um dann wieder zu wachsen. 


kig.4#. 








dann wieder zu steigen. 
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Die mit der Serie 
2  vergleichbaren 
Werte der vorlie- 
genden Reihe zei- 
gen eine geniigende 
Ubereinstimmung. 
Die erwartete 
Abnahme_ des 
Glykogengehal- 
tes unmittelbar 
nach der Uber- 
impfung  blieb 
jedoch aus; viel- 
mehr erwies 
sich eine deut- 
liche Vermehr- 
ung. Diese _ be- 
merkenswerte Tat- 
sache will ich be- 
sonders hervorhe- 
ben: sie scheint in 
einer gewissen 
Ubereinstimmung 
mit den genannten 
Erfahrungen von 
Pavy und Bywa- 
ters zu stehen. 


Auch bei den Vermehrungskurven der Invertase ist ein 
nicht vorher betonter Umstand zu bemerken. Nach der Uber- 
impfung gehen diese Kurven durch ein Minimum, um 


Dieses Minimum der Invertase- 


wirkung scheint mit dem von Euler und Johansson nachge- 
wiesenen Maximum der Giirkraft zusammenzufallen. Man beob- 
achtet auch, daB diese Minima der Invertasekurven mit dem 
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Ansteigen des Glykogens nach der Uberimpfung zusammen- 
fallen. 
Versuchsreihe 5. 

Eine Erkliirung der bemerkenswerten Veriinderungen des 
Glykogengehaltes beim Gérungsvorgang zu versuchen, ist noch 
zu friih. Die Frage liegt jedoch nahe, ob der Verlauf der 
Garung derselbe sei, gleichgiiltig ob nach der Impfung der 
Glykogengehalt zunimmt, oder ob diese Gréfe sinkt. Ein Stu- 
dium des Vermogens der Hefe, die von Euler und Mitarbeiter?) 
studierte Differenz (A—C) (also zwischen der bei der Girung 
verschwindenden Menge Zucker und der gleichzeitig auftreten- 
den Kohlensiiure) auszubilden, konnte moglicherweise einen Auf- 
schluB tiber diese Frage geben. Kann niimlich keine erheb- 
liche Veranderung bei der Bildung dieser Differenz nachgewiesen 
werden, so hat man keine Ursache, auf einen veriinderten 
Girungsvorgang zu schlieBen. Wie aus den Girungstabellen 
der Versuchsreihe 4 hervorging, ist die Girungsgeschwindig- 
keit bei den drei Impfungen beinahe dieselbe. 

Die Bestimmung der GréfBe A—C geschah folgenderweise: 
1 g vorbehandelte Hefe (auf Ton abgepreft und mit einem 
Trockengehalt von etwa 27°/o) wurde in 20 ccm etwa 10°/oiger 
Glukoselésung aufgeschlemmt. Der Glukosegehalt der Losung 
wurde aus der Amfangsdrehung genau berechnet. Die Kolben 
mit dieser Fliissigkeit waren in einen Ostwaldschen Thermo- 
staten mit einer Temperatur von genau 30° eingetaucht. Die 
Kolben waren wie gewohnlich durch Kapillarréhren mit dem 
oberen Ende von Gasbiiretten verbunden, in welchen die ent- 
wickelte Kohlensiiure tiber Quecksilber gemessen wurde. Nach 
gewissen Zeiten wurde von der Hefe schnell durch gehiirtete 
Faltenfilter abfiltriert, und die klare Losung im Polarisations- 
apparat untersucht und zwar im 1-dm-Rohr bei etwa 19°. 

Die Vorbehandlung wurde wie in den vorigen Versuchen 
vorgenommen. Parallele Versuche mit Vorbehandlung in Losung 
mit und ohne Stickstoff (L6sung 1 und 2) wurden gemacht. 
Ich stelle die Versuche in der folgenden Tabelle zusammen. 
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Tabelle 5d. 



































Vor- a wed Drehungs- ——— 
rs peratur Zeit wickelte [Drehung] ie . Diff Ps Hefe 
der ge- CO, ny %o der 
lung (messenen| = [—~—— - : Trocken- 
CO, | Min.Jccm | °/o C] Graden | Grade | °/o A |A—C} substanz 
Ohne | | O; 0; —] 10,14 —~ |—|- 
Vor. | 782.8mm)} 60] 66 12,82] 8,18 | 1,96 |19,33] 6,51 
as Hg | 120 130 25,24) 689 | 3,25 '32,051(6,81)| § 22,22 
= 18,6° C. | 180] 195 37,86 5,45 | 4,69 46,25) 8,39 
| | oo 1515} — ® Bae i «Fu 
ia of o| —] 1014] — | me 
Stunden, 747 mm | 60] 73/1407} 8,09 | 2,05 20,22) 6,15 
| Hg =| 120} 145 27,94] 6,55 | 3,59 35,40] 7,46 |) 12,58 
Lusune 1} 2% | 180] 209 40,27] 5,20 | 4,94 48,72] 8,45 
| ~|519] —]| oO | 1044) —] — 
19-420) | 0 0| — | 10,06 — |—-|—-f 
Stunden 724,5mm) 60} 64 |12,50] 8,23 | 1,83 |18,19] 5,69 
- Hg | 120 128 25,00) 6,93 | 3,13 31,11]6,11] | 13,54 
lie 19° G. | 180] 192 37,50] 5,67 | 4,39 |43,64] 6,14 
: | on | 0 | 1006; —] — 
ml ( 0 ~| eet — | -~2— 
Stunden | 746:5mm ) 60} 62/11,90] 8,49 | 1,65 16,27 1,87 
n Hy 120] 126 24,18] 6,96 | 3,18 31,36) 7,18] | 20,91 
Liat 19,5° C. | 180] 189 |36,28) 5,77 | 4,37 43,10} 6,82 
| o 1521!) — 0 10.14 | —1 — 
22 4.23 | 0 0) — | 10,06 — |_|) — 
Stunden 7221mm | 60} 65 12,67] 8,35 | 1,71 17,00) 4,33 
| H8 | 120} 120 23,39] 7,01 | 3,05 30,32] 6,93} | 25,98 
sieiaaialel 19,5° C. | 180] 172 33,53] 6,02 | 4,04 40,16] 6,63 
| | o fsa] —| o |1006} —| — 


Das Entstehen der Differenzen A—C ist in Fig. 











9) 











graphisch dargestellt. 


Die entstehenden Verianderungen der Differenz A—C sind 
offenbar so klein, daB Schliisse daraus in bezug auf den Garungs- 


vorgang nicht gezogen werden konnen. 


Man sieht, dafi das 
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Maximum der Differenz nach den Vorbehandlungen ein wenig 
abnimmt. Wie Euler und Johansson!) betont haben, konnte 
man annehmen, dali sie durch die Wirkung eines Enzymes 
entstehen. 

Der Verlauf der Giirung ist hiernach derselbe, sei es, dah 
der Glykogengehalt im Anfang der Garung zunimmt, oder daf 
diese Gréfe dann abnimmt. 


Versuchsreihe 6. 


Ich fiihre schlieBlich noch einige Vorbehandlungsversuche 
an, welche mit einer LOsung vom doppelten Zuckergehalt an- 
gestellt sind (Lésung 3 mit 40g Zucker im Liter). In der 
zweiten Phase der Heihe sind parallele Versuche mit der 
friiheren Lésung 1 durchgefiihrt. 




















Tabelle 6. 
(In Fig. 6 graphisch dargestellt.) 
Vorbehandlung Stickstoffgehalt Glykogengehalt 
; °10 "0 
Stunden der Trockensubstanz | der Trockensubstanz 
0 9,54 | 18,34 
3 in Lésung 3 10,03 10,07 
24 » >» 8 9,75 | 11,08 
Ms «+ 2 10,14 | 9.95 
24 + 3 in Lésung 3 9,03 | 12,05 
M+» » 38 9,03 | 19,80 
24 +. 24 + 18 in Lésung 3 8,63 | 22.60 
24 in Lés. 3-++- 3 in Lisung 1 8,89 | 15,09 
24> » 3+24 » >» | 9,24 15,70 





Man sieht, da8 die Verinderungen in Ubereinstimmung 
mit den friiher erhaltenen sind. Auffallend sind die Stickstoff- 
kurven, welche mit denen der Fig. 4 tibereinstimmen. 

Die beiden Parallelversuche scheinen miteinander nicht 
ganz iibereinzustimmen. Nach 24 Stunden erwiachst der Gly- 
kogengehalt bei der Vorbehandlung in der an Zucker reicheren 
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Losung in héherem Grade als in der an Zucker iirmeren. Da- 
gegen ist das Ansteigen der Kurve schneller in letzterem Falle. 


Zusammenfassung. 


Ein Zusammenhang zwischen Stickstoff und Glykogen der 
Hefe war friiher insofern untersucht worden, als man ver- 
schiedene Rassen in be- 
AGS. zug auf beide Stoffe 
verglichen hat. Da- 
gegen sind bis jetzt bei 
einer und  derselben 
Reinkulturhefe die Va- F 
riationen beider Stoffe 
nicht gleichzeitig ver- 
folgt worden. Dies war 
die Hauptaufgabe der 
vorliegenden Unter- 
suchung. 

Dabei hat sich im 
allgemeinen die durch 
Vergleich verschiedener 
Hefen von Schonfeld 
gefundene Regel bestd- 

| tigt, daB hdherer Gly- 

| kogengehalt niederem 

| Stickstoffgehalt — ent- 

| | spricht und umgekehrt. 

| ' Die Untersuchung zeigt 

4000 60 20 760 Maver. iedoch, daB man von 

einer inversen Propor- 

tionalitat dieser Grofen 
nicht reden kann. 
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x Wne Vorbehandung, 
@ borb. 79 Stunden inlosung 7. 


@* Ww" + °°. . 

Le eee | Aus dem quanti- 

ee a lee tativen Vergleich geht 

hervor, da8~ wirklich 

grobe Veranderungen in der Glykogensubstanz beziehungs- 
weise der hochmolekularen Kohlehydrate eintreten. 
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Es hat sich bestatigt, daf in untergiiriger Bierhefe zu 
Anfang der Garung der Glykogengehalt erheblich sinkt. Als 
wesentlich neues Kesultat méchte aber festgestellt werden, dab 
eine soleche Verminderung des Glykogens durch die 
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Garung bei vorbehandelter 
Hefe nicht eintritt, son- 
dern daB hier im Gegenteil 
das Glykogen stark wichst. 
Bei den gleichzeitigen Inver- 
tasebestimmungen bemerkt man, 
dai die Minima des Invertase- 
gehaltes mit diesen Erhdhungen 
des Glykogengehaltes zusammen- 
fallen. Die Giarkraft bleibt bei 
dieser Vorbehandlung konstant. 

Ein bemerkenswertes Er- 
gebnis ist ferner folgendes: Wird 
die Hefe nach 20stiindiger Vor- 
behandlung wiederholt in neue 
Nihrlésung’ iibergeimpft, so 
steigt mit jeder Uberfiihrung der 
Glykogengehalt und erreicht 
schlieflich ein Maximum (hier 
ca, 28°/o) (vgl. Fig.2). Also tritt 
hier bei jeder folgenden Gaérung 
der Hefe in 2°/o iger Rohrzucker- 
lésung eine Steigerung des Gly- 
kogens ein. 


Worauf die auffallenden Variationen des Glykogens in 
vorbehandelter Hefe beruhen, konnte bis jetzt nicht festgestellt 


werden. 








Herrn Prof. H. v. Euler, welcher mich zu vorliegender 
Untersuchung angeregt hat, spreche ich meinen aufrichtigsten 
Dank fiir seine Unterstiitzung aus. 








Studien zur Physiologie der Schilddriise. 
VI. Mitteilung. 


Jodspeicherung und Jodbindung im Organismus. 
Von 


F. Blum und R. Griitzner. 


(Aus dem biologischen Institut zu Frankfurt a. M.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29. Juli 1914.) 


In einer friiheren Mitteilung') wurde auf den Unterschied 
zwischen Jodspeicherung und Jodbindung hingewiesen. Unter 
Speicherung wollen wir ein Festhaften von jodhaltigen Stoffen 
in bestimmten Teilen des Organismus verstehen, welches nicht 
mit einer chemischen Umsetzung und dem Eintreten des Jods 
in eine neue chemische Verbindung verkniipft ist. Hierher 
gehoren Beimengung, Adsorption und _ selektive Loslichkeit. 
Die relative Anhiiufung von Jod in den lipoidreichen Geweben, 
die bei Jodoform und Jodanilingaben?) eine besondere An- 
ziehungskraft der lipoiden Elemente fiir diese Jodpriéparate 
erweist, kann als Beispiel fiir eine solche Speicherung gelten; 
aber nur dann, wenn eine chemische Umsetzung des Priparats 
in den betreffenden Zellen nicht stattgefunden hat. Eine Jod- 
speicherung aus dem schwachjodhaltigen Meerwasser findet 
in grofem Umfang bei den jodhaltigen Tangen (Fucus, Lami- 
naria) statt. 

Von der Speicherung zu unterscheiden ist die Jod- 
umsetzung, d. h. die Loslésung des Jods aus der zugefiihrten 
Verbindung und Einfiihrung des Halogens in die chemische 
Substanz der Zelle. Die Vermehrung des Jodgehalts im Schild- 
driiseneiweif*) bei Eingabe von Jodalkalien oder von Jod- 


‘) Diese Zeitschr. 91 [1914] 400ff. 
2) O. Loeb. Arch. f. exp. Path. u. Pharm. 56 (1907) 320. 
5) lic. IV. Mitteilg. S. 421. 
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priparaten, die im Korper Jod als Jodalkali abspalten, ist 
ein Beispiel fiir diese Umsetzung. Aus dem Jodalkali wird 
durch unbekannte, soweit bis jetzt sich sagen laBt, fiir die 
Schilddriise spezifische Krifte das Jod losgelést und in den 
Verband der Eiweifsubstanzen der Driise ibergeftihrt, wahr- 
scheinlich in die zyklischen Kerne des Eiweifimolekiils. Dieser 
Vorgang erfordert, daB man der Zelle der Schilddriise die 
oxydierende Fahigkeit, Jod aus Jodalkali freizumachen, «.Jo- 
dase» zuschreibt. Die Anlagerung freien Jods an das vor- 
handene Eiweif!) bezw. an ungesiittigte Substanzen anderer 
Art ist die nichste Stufe der Reaktion. 

Eine Zwischenstufe von Speicherung und Bindung ist 
in der Entstehung von Additionsverbindungen gegeben, wie 
es z. B. die Bildung von Acidalbumin ist, etwa aus Jodwasser- 
stoff und Eiweil. 

Fiir die Schilddriise ist die Fahigkeit der Jodbindung im 
Sinne der oben definierten Umsetzung als eine charakteristische 
Lebenstitigkeit nachgewiesen. Teilt sie nun diese Fihigkeit 
mit anderen Organen oder befindet sie sich in einer besonderen 
Stellung dem Jod gegeniiber? Wie steht es mit Jodbindung 
und Jodspeicherung in anderen Organen? 

Zur Beantwortung dieser und dhnlicher Fragen darf man 
sich natiirlich nicht mit einer Untersuchung wahllos entnom- 
mener Organe verschiedenartiger Tiere begniigen, sondern man 
muf geeignete Auswahl treffen und methodische Vorbeding- 
ungen erfiillen. Eine wichtige Vorbedingung ist eine gule ana- 
lytische Methode zum Nachweis kleinster Jodmengen, die még- 
lichste Sicherheit gegen die Vortéuschung von Spuren dieses 
Elements bietet. Diese Voraussetzung wird wie friiher nach- 
gewiesen, nicht erfiillt durch die Methode von Justus,*) dessen 
Befunde iiber den Jodgehalt tierischer Organe in die Literatur 
ubergegangen sind. Die Art der Untersuchung wiirde aber, 
selbst wenn sie einwandfrei wire,*) bestenfalls nur zu einer 
vorlaufigen Orientierung dariiber fiihren, ob bei einem bestimmten 





’) Blum u. Vaubel. Journal f. pr. Chem. 57 [1898] 365. 
*) Virch. Arch. 170. S. 501 u. 176. S. 1. 
*) Diese Zeitschr. Bd, 85 [1913]. 1. Mitteilung. S. 429. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCII. o: 
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Tier zu einem bestimmten Moment in irgend einem Organ Jod 
vorhanden war. Die zahlreichen Jodverteilungsversuche von 
pharmakologischer Seite haben gezeigt, daB in einzelnen Teilen 
des Organismus sich nach Jodalkalizufuhr Jod linger nach- 
weisen laBt, als in anderen. Nach geniigend langer Zeit geben 
aber auch diese wieder das Jod ab, soweit sie dazu die Még- 
lichkeit haben. Fiir diese Auffassung lassen sich Versuche von 
(). Loeb') anfiihren, bei denen ein Tier, das langere Zeit nach 
der Jodeingabe getétet wurde, in allen Organen gegeniiber 
dem kiirzere Zeit danach getéteten Tier eine Abnahme des 
Jodgehalts zeigte, nur nicht in der Schilddriise. 

Unterbleibt jegliche Jodzufuhr, so sind alle Organe mit 
Ausnahme der Schilddriise jodfrei. Bei dem Jodgehalt mancher 
Nahrungsmittel aber kann das Halogen im KoOrper zeitweilig 
vorhanden sein; dann gibt die Untersuchung der verschiedenen 
Organe eines Tieres ein Bild von dem augenblicklichen zu- 
falligen Stand der Jodverteilung. Eine solche Tabelle kann, 
die Brauchbarkeit der Methode vorausgesetzt, Aufschliisse 
geben dariiber, ob irgendwo eine Speicherung von Jodver- 
bindungen stattgefunden hat. Der Nachweis ist beispielsweise 
sicher erbracht fiir Haare und Klauen.?) Die Arbeit von Ho- 
wald zeigt zugleich, daB mindestens ein Teil des Jods in den 
Haaren sich in organischer Bindung befindet, wenn vorher 
eine Jodmedikation stattgefunden hat. Das Jod ist also nicht nur 
aufgespeichert, sondern auch umgesetzt worden. Aber diese Um- 
setzung entspringt sicherlich keinem speziellen LebensprozeB, 
sondern ist hervorgerufen durch die Einwirkung der Luft und 
des Lichtes auf das in den unbelebten Gebilden abgelagerte 
Jodalkali. Es entsteht, wie in der Arzneiflasche, unter diesen 
Kinfliissen freies Jod und dieses setzt sich mit dem Keratin 
des Haares um. Die Speicherung und Umsetzung von Jod in 
den Haaren hat also nichts gemein mit jenem Halogenstoff- 
wechsel, den wir oben skizziert haben. Die Haare, die Jod 
aufgenommen haben, besitzen keine Gelegenheit, es wieder 
abzugeben, wodurch sich die Speicherung erklairt und die 


1) I. c. 
*) Howald, Diese Zeitschr., Bd. 23 [1897], S. 209. 
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Umsetzung ist das Resultat déuBerer Einfliisse und nicht von 
Lebensprozessen. Lebensprozesse liegen da vor, wo ein Jod- 
stoffwechsel nachweisbar ist. Hierzu geniigt aber nicht der 
Nachweis einer Speicherung an einer bestimmten Stelle, sondern 
es ist darzutun, dafi mit der Speicherung auch eine Jodbindung 
und -Umsetzung unabhangig von duferen Einfliissen einhergeht. 
So laBt sich das gewissermafen auf der Durchreise befindliche 
Jod von dem zu irgend einem Zwecke festgelegten und um- 
gesetzten unterscheiden. Daher kommen wir zu der Forder- 
ung, daf von Jodbindung, spezieller von der Bindung des Jods 
an organische Substanz, nur gesprochen wird, wenn eine Bei- 
mengung von anorganischem Jod in dem betreffenden Organ 
entweder von vornherein unmdéglich gemacht oder etwa vor- 
handenes anorganisches Jod durch besondere MabBregeln rest- 
los entfernt worden ist. 

Eine Methodik zur Trennung von organisch gebundenem 
und anorganischem Jod ist also eine weitere Voraussetzung 
fiir die Beantwortung all dieser Fragen. Zur Trennung von 
Jodalkali, Jodfetten und niedrigen leichtléslichen Spaltprodukten 
organischer Jodverbindungen einerseits und jodierter Eiweili- 
kérper anderseits hat uns die Verwendung von Aceton als 
Fallungs- bezw. Extraktionsmittel beste Dienste geleistet. 

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit befafit sich dem- 
nach mit den Methoden, die zur Trennung von anorganischem 
und organischem Jod, wie wir der Kiirze halber sagen wollen, 
vorgeschlagen worden sind, und bringt Material bei zum Ver- 
gleiche dieser Verfahren mit dem von uns angewendeten 
Acetonverfahren. Der zweite Teil enthalt unsere Untersuchungen 
verschiedener tierischer Organe auf ihren Gehalt an organisch 
gebundenem und anorganischem Jod. 

Die meisten Trennungsversuche beziehen sich auf die 
Abtrennung von Jodalkali. Es ist aber auch mit der Méglich- 
keit zu rechnen, dafi Jodide anderer Basen vorkommen, die 
von den organischen Lésungsmitteln nicht gelist werden. Be- 
zliglich des Alkohols macht L6b (|. c.) auf das Calcium- und 
Kisenjodid aufmerksam. Wir konstatierten fiir das Aceton 
folgendes: 

25" 
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d°/oige wasserige Losungen von CaJ, und FeJ, wurden 
selbst durch 6 Vol. Aceton nicht gefiallt. 

CaJ, loést sich in 80°/oigem Aceton leichtest auf; auch 
in reinstem Aceton ergab sich eine betrichtliche Léslichkeit. 
10 ccm Aceton nahmen 1,85 g CaJ, auf. 

FeJ, lést sich betrichtlich in 80°/oigem Aceton. Die kalt- 
gesattigte Losung enthilt etwa 0,37 g in 10 ccm. Letzteres 
Salz zersetzt sich ziemlich leicht unter Freiwerden von Jod. 
Bei der verhiltnismabig guten Loslichkeit auch des Eisenjodiirs 
in 80°/oigem Aceton ist aber die Gefahr einer Bildung orga- 
nischen Jods wahrend der Acetonextraktion sehr gering. 

Fiir das Acetonverfahren bestehen hiernach keine Be- 
denken in der eventuellen Anwesenheit der genannten Jodide. 


A. Methodisches tber die Trennung von anorganischem und 
organischem Jod. 


a) die Extraktion im Soxhletapparat. 


Die Entfernung des Jodalkalis aus EiweiBgemengen wird 
von verschiedenen Autoren, besonders O. Loeb!), bewerk- 
stelligs: — manchmal nach vorangegangener Fiillung und ein- 
maliger Extraktion mit Alkohol —, indem das ganze Gemisch 
von Eiweifsubstanzen z. B. Organe in feinzerteilter Form ge- 
trocknet, als Pulver abgewogen und im Soxhletschen Apparat 
mit Alkohol erschdpfend extrahiert wird, d. h. so lange, bis 
die letzten Extrakte jodfrei erhalten werden. Das im Riick- 
stand verbleibende Jod wird als organisch gebunden angesehen. 
Unsere friiheren Erfahrungen,?) die uns gezeigt hatten, dal 
aus Blut sich Jodkali nicht mehr vollstandig mit Aceton aus- 
ziehen lie’, wenn die Substanz eingetrocknet worden war, 
veranlaften uns, eine Nachpriifung in dem Sinne vorzunehmen, 
ob wirklich mit Alkohol oder mit Aceton eine vollstéandige 
Jodalkaliextraktion derartiger zur Trockne gebrachter Pulver 
méglich ist. Daneben wurde mit unserer Acetontrennung ein 
Vergleichsversuch durchgefihrt. 


1) l. c. 
2) Vgl. II. und III. Mitteilg. dieser Zeitschrift, 1. c. sowie Bd. 91 
[1914], S. 450. 
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Angewendet wurden 3 Proben zu 25 ccm Hammelblut 
(Trockengewicht 6—8 g) mit einem Gehalt von je 1,18 mg Jod 
als Jodkali zugesetzt. 2 Proben wurden in geriiumigen Reib- 
schalen im Trockenschrank zur Trockne gebracht und fein 
zerrieben; hierauf mit Alkohol bezw. Aceton angefeuchtet, 
nochmals zerrieben und wieder eingetrocknet. Die feine Masse 
wurde in Extraktionshiilsen wtberfiihrt und mehrere Tage die 
eine Probe mit Alkohol, die andere mit Aceton im Soxhlet 
extrahiert. Nachdem am 3. und 4. Tage jodfreie Extrakte er- 
halten worden waren, wurde der Riickstand zur Veraschung 
gebracht und auf Jod gepriift. Er enthielt bei der Alkohol- 
extraktion noch 0,34 mg Jod, bei der Acetonextraktion 0,78 mg 
Jod. Somit sind in einem Fall nahezu ein Drittel, im anderen tiber 
die Halfte des Jodalkalis trotz mehrtigigen Extrahierens in dem 
Riickstand verblieben. Diese Mengen wiren also fiir organisch 
gebundenes Jod angesehen worden. Nach unserem Acetonver- 
fahren dagegen kamen wir in viel kiirzerer Zeit zum Resultat. 


Filtrat 1,12 mg Jod statt 1,18 mg. 
Acetonextrakt 0 » » 
Koagulum QO» » 


Ein zweiter Versuch, bei dem es vermieden wurde, das 
Jodalkali mit dem EiweifS{ zusammen trocken zu erhitzen, bei 
dem aber ebensowenig eine vOllige Extraktion erreicht wurde, 
war dieser: 

Zu 10 g Casein (jodfrei) wurden in der Extraktionshiilse 
0,0095 g KJ = 7,3 mg Jod eingewogen und mit einem diinnen 
Draht gemengt. Nach dem dritten und vierten Tage der Al- 
koholextraktion enthielten die Extrakte nur noch Spuren Jod. 
Trotzdem waren noch 5 mg Jod in dem Riickstand verblieben. 

Besonders betonen mochten wir noch, dafs zur Beant- 
wortung der Frage, ob in dem Eiweifigemisch sich organisch 
gebundenes Jod befindet, es nicht geniigend ist, wenn mit der 
angewandten Methode in dem einen oder anderen Versuch die 
Menge des zugesetzten Jodalkalis in den Extrakten scheinbar 
quantitativ wieder erhalten wird. Eine Methode, die an Eiweif 
gebundenes, umgesetztes Jod nachweisen soll, mui zugesetztes 
Jodalkali restlos zu entfernen gestatten und ein sicheres Kenn- 
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zeichen fiir Vollendung der Extraktion besitzen. Das Krite- 
rium, Fehlen von Jod in den letzten Extrakten der Soxhlet- 
extraktion, geniigt nicht, wie unsere Beispiele zeigen. Es muf 
nach Zusatz von Jodkali der ausgezogene Riickstand als jodfrei 
nachgewiesen werden konnen. 

Wenn nun auch die Verwendung kleinerer Mengen von 
Substanz (Loeb verwendet meist 1 g Trockensubstanz) giin- 
stigere Resultate geben mag, so ist doch, abgesehen davon, 
dali die Beschriinkung auf so kleine Mengen fir die Beant- 
wortung mancher Fragen eine Erschwerung bedeutet, mit Nach- 
druck zu betonen, dab vollstéindige Extraktionen auf Grund obiger 
Versuche selbst dann noch nicht gewahrleistet sind. Und des- 
halb bediirfen alle Befunde, bei denen der Eintritt von Jod in or- 
ganische Bindung aus einem positiven Jodbefund im Riickstand 
nach Soxhletextraktion der eingetrockneten Masse erschlossen 
wurde, einer nochmaligen Priifung mit zuverlaéssigeren Verfahren. 

Die interessanten Beobachtungen von Loeb,!) der in 
syphilitischen Organen nach Eingabe von Jodalkali eine Spei- 
cherung von Jod in fester Bindung mit der Soxhletextraktion 
nachgewiesen hat, miissen deshalb, um definitiv zu werden, einer 
Nachpriifung etwa mit dem Acetonverfahren unterworfen werden. 
Sie sind es wohl wert wegen der Wichtigkeit und der inneren 
Wahrscheinlichkeit der erschlossenen Umsetzung. Es ist sehr 
wohl moéglich, dah in syphilitischem Gewebe nach stattgehabter 
Jodmedikation eine Bindung des Halogens — nach unserer 
Terminologie sowohl Speicherung als Umsetzung — stattfindet. 
In einer einwandsfrei nachgewiesenen Jodumsetzung hatten wir 
eine chemische Unterlage fiir die therapeutische Wirkung der 
Jodpriiparate bei Syphilis und auBerdem einen vielleicht als 
Entgiftung anfzufassenden Vorgang, dessen physiologische Paral- 
lele wir in der Schilddriise vor uns haben. 


b) Die Trennung durch Dialyse.?) 
Die Trennung von zugesetztem Jodalkali aus einer Eiweib- 
losung, z. B. Blut, durch Dialyse erfordert eine auBerst lange 


') Arch. f. exd. Path. u. Pharm., Bd. 69 [1912], S. 108, 
*) Vgl. hiezu Gley und Bourcet, Comptes rendus, Bd. 130 [1900], 
S. 172, sowie unsere V. Mitteilung, Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 41. 
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Zeit, um quantitativ zu sein. Man ist bei Priifung der Dialysate 
der ganzen Natur des Diffusionsvorgangs nach der Méglichkeit 
ausgesetzt, dai die in einer bestimmten Zeit diffundierte Menge 
des Salzes unterhalb des Schwellenwertes der betreffenden 
Methode bleibt, wahrend die Innenlésung noch einen positiven 
Befund ergeben kann. Die immer geringer werdende Kon- 
zentrationsdifferenz im Innen- und AuBenwasser bewirkt, dab 
der Ausgleich auch immer langsamer erfolgt, die Innenlisnng 
also noch nachweisbare Mengen enthalten kann, wihrend die 
AuBenlosung scheinbar schon vollig frei ist. 

Die lange Dauer der vollstandigen Dialyse wird also stets 
die Anwendung dieses Verfahrens unbequem gestalten, das 
zudem durch die Unzuverlassigkeit der meisten Membranen 
noch weiter erschwert wird. Wir wollen die Anwendbarkeit 
der Dialyse zu unserem Zweck an einigen Beispielen studieren: 

20 ccm Blut +- 1 eem KJ-Lésung = 4,73 mg Jod wird 
unter Toluol in einer grofen Diffusionshiilse gegen 80 cem 
Aufenwasser dialysiert. Wihrend 20 Stunden wurde das 
Aufenwasser 5 mal gewechselt. Die vereinigten Nialysate ent- 
hielten 3,56 mg Jod. Dann wurde die Innenlésung nach dem 
Acetonverfahren bearbeitet und ergab im 

Filtrat 1,26 mg Jod 
Extrakt QO» » 
Koagulum QO » » 

Nach 20stiindiger Dialyse war also noch etwa !\4 des 
zugesetzten Jodalkalis in der Eiweiflésung verblieben. 

50 cem einer verdiinnten Serumglobulinldsung wurden 
nach Zusatz von 1 cem KJ-Lésung = 4,73 mg Jod in eine grofe 
Dialysierhiilse gebracht und im Becherglas gegen zirka 150 ccm 
destilliertes Wasser bei Zimmertemperatur dialysiert. Aufen- 
und Innenlésung wurde mit Toluol bedeckt. Die Aufenwasser 
wurden Ofters gewechselt und in einem Kolben zur Jodbe- 
stimmung vereinigt. , 

1. Tag (4 Dialysierwasser) 3,78 mg Jod, letzte Probe Spur Jod. 


2. ~ (4 > 0,85 > » » > 3 > » 
3. » (4 > 0,04 > >» » >» 0 Jod. 


4,67 mg Jod. 
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Der Schlauchinhalt wurde gefiallt mit 4 Vol. Aceton. 
Filtrat 0,02 mg Jod. 
Extrakt QO > > 
Koagulum 0 


Total 4,69 mg Jod. Zugesetzt 4,73 mg Jod. 





Der Versuch lehrt: Wenn es nur darauf ankommt, die 
Menge des Jodalkalianteils einer Lésung festzustellen, kann 
man sich mit einer mehrtiégigen Dialyse begniigen, die unter- 
brochen wird, wenn eines der AuBenwasser keinen Jodgehalt 
mehr zeigt. In unserem Fall ware dies nach 3 tagiger Dialyse 
eingetreten, bei etwa 12 maligem Wechsel des Aufenwassers. 
Die bis dahin herausdiffundierten Quantitaéten KJ entsprechen 
beinahe genau der zugesetzten Menge (4,67 statt 4,73 mg). 
Setzt man aber jene kleinsten in der InnenlOsung zurtck- 
gebliebenen Mengen Jods als organisch gebunden in Rechnung, 
so wire das eine Fehldeutung; denn bei Anwendung der 
Acetontrennung finden sich diese kleinsten Mengen Jod nicht 
im Koagulum sondern im Filtratanteil, sind also Reste des 
zugesetzten Jodalkalis. 

Soviel tiber die Abtrennung von beigemischtem Jodalkali 
aus Eiweiflésung mit Hilfe der Dialyse. 

Betriichtlich ungiinstiger gestaltet sich die Sache aber, 
wenn eine (auch nur ganz lockere) Bindung zwischen dem 
Eiweilf} und dem Salz vorliegt. Es ist bekannt, dafi verschie- 
dene Salze, Siiuren und Basen mit dem Eiweif eine Art Doppel- 
verbindung eingehen, die vielfach schon durch einfache Koagu- 
lation (durch Hitze, Alkohol oder ahnliches) zerlegt werden. 
Die Dialyse vermag die an sich diffundierfaéhigen Salze nicht 
vom Eiweif loszulésen. Sie erlaubt bestenfalls die Trennung 
von zugesetztem Salz, das auch in keine lockere Bindung ein- 
gegangen ist. Zur Erkennung von solchem Jod aber, das an 
das Eiweif locker gebunden ist, ohne es substituiert zu haben, 
kann sie nicht Verwendung finden. 

Ein Hammelschilddriisenextrakt enthielt in 20 ccm 

0,054 mg Jod in acetonléslicher Form, 
2,63 » » » acetonfallbarer » 
100 ecm dieses Saftes wurden nun im Dialysierschlauch 
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mit Toluol gegen fliefendes Wasser angesetzt.: Nach 48 
Stunden wurden 20 ccm entnommen, desgleichen nach weiteren 
48 Stunden und jedesmal gleich mit Aceton gefillt. Die 
Untersuchung ergab: 


Versuch A. 
acetonléslich unldslich 
20 ccm nach 48 Stunden Dialyse 0,038 2,70 mg Jod. 
20 » » 2 mal 48 Stunden Dialyse 0,114 2,52 > » 


Nach langerem Dialysieren hatte sich das acetonlésliche 
Jod sogar vermehrt. 

Bei einem anderen Versuch wurde ein Saft verwendet 
mit 6,42 mg Jod im Koagulum und 0,076 mg Jod im Filtrat 
von 20 ccm. Diese und die folgenden Analysenwerte sind 
Mittelwerte tibereinstimmender Doppelbestimmungen. Um zu 
priifen, ob die oben gemachte Erfahrung, dal} sich die Menge 
des Filtratjods steigerte, bestatigt wurde, gingen wir so vor, 
dai je 50 ccm Saft nebeneinander, die eine Portion im Dia- 
lysierschlauch, die andere in einem Koélbchen mit Toluol ver- 
setzt ohne Dialyse 2 Tage in flieS}endem Wasser verweilten. 
Dann wurde gemessen und entsprechende Mengen untersucht. 


Versuch B. 
Koagulum Filtrat 
6,53 mg Jod 0,045 mg Jod in dem dialysierten Saft. 
6,52 >» » 0,143 >» » » »  nichtdialysierten Saft. 


In beiden Versuchen (A und B) zeigt sich nach den 
ersten 48 Stunden Dialyse eine Abnahme des Filtratjods 
gegeniiber dem Ausgangssaft. Da wir das Vorhandensein von 
Jodidjod in solchen Saften kennen, ist es wahrscheinlich, dab 
das heraus diffundierte Jod dieser Kategorie angehort hat. 

In Versuch A bewirkte eine fortgesetzte Dialyse nun nicht 
nur keine weitere Abnahme des Filtratjods, sondern sogar 
eine Zunahme. Dieser Befund wird bestiitigt durch die be- 
trachtliche Vermehrung des Filtratjods im Versuch B, als nicht 
dialysiert wurde. Die nichstliegende Erklirung diirfte die sein, 
dafi durch autolytische oder bakterielle Vorginge, die das 
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Toluol nicht verhindert hat, ein kleiner Teil des Jodeiweib- 
kérpers unter Bildung von jodfiihrenden im Aceton léslichen 
Komplexen gespalten wurde. Da die Vermehrung auch im 
Dialysierschlauch stattfand, ist der Abbau offenbar noch nicht 
bis zu einer diffundierenden Abbaustufe gelangt. Vielleicht 
handelt es sich aber auch um locker gebundenes Jodidjod. 

Wie leicht z. B. Jodwasserstoff von einer Eiweifilésung 
bei der Dialyse festgehalten werden kann, zeigte uns ein Ver- 
such bei dem zu 100 cem einer Serumglobulinldsung 5 ccm 
einer Jodalkali enthaltenden, mit Salzsiiure versetzten Lésung 
zugesetzt wurden. Die Menge des Jods, das als HJ vorhanden 
war, betrug 3,97 mg. Die Reaktion war nach Zusatz der 
sauren Lésung noch nicht kongosauer. Im Dialysierschlauch 
wurde 20 Stunden gegen destilliertes Wasser dialysiert und 
nur 0,1 mg Jod (Fresenius) im Aufenwasser erhalten. Ein 
zweites Dialysat (7 Stunden spiiter) ergab noch Spuren Jod. 
Vergleicht man dies Ergebnis mit unseren Dialysierversuchen 
mit zugesetztem Jodalkali, wo in 10 Stunden etwa 3 Viertel 
des Jods im Aufienwasser erschienen waren, so zeigt sich 
aufs deutlichste der starke EinfluB, den schon eine so lockere 
Bindung, wie es die Acidalbuminbindung ist, auf die Dialyse 
ausiibt. 

Durch die Dialyse kann also das umgesetzte echte or- 
ganische Jod und das locker gebundene nicht unterschieden 
werden. 

Wenn man sich nun noch klar macht, daf auch sehr 
wohl jodhaltige Eiweifspaltlinge in einer Loésung vorliegen 
kénnen, die durch die Dialysiermembran hindurchgehen, so 
wird man zu der Folgerung gedringt, dal das Dialysierver- 
fahren zur Entscheidung der Frage, ob organisches oder an- 
organisches Jod vorliegt, wenig geeignet ist. 


ce) Die Trennung durch Verfliichtigen des Jods. 


Winterstein und Herzfeld!) haben eine Methode an- 
gegeben, bei der die Bestimmung des Jods darauf beruht, 


‘) Diese Zeitschr., Bd. 63, S. 49 (1909). 
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dafi es mdglich ist, aus einer phosphorsauren jodidhaltigen 
Lésung nach Zusatz von H,O, das freigewordene Jod mit 
einem Luftstrom vollstiindig in eine mit Jodkalilésung  be- 
schickte Vorlage iiberzutreiben, wo es daun titrimetisch be- 
stimmt werden kann. Voraussetzung der Methode ist, wie von 
den Autoren betont wird, die Abwesenheit von Substanzen, 
die in der sauren Lisung mit dem freiwerdenden Jod eine 
Verbindung eingehen kénnen. Die Autoren haben z. Bb. bei 
Urin nachgewiesen, daf die direkte Bestimmung viel zu wenig 
Jod liefert, wiihrend die nach dem Veraschen des Urins aus- 
gefiihrte Analyse richtige Werte ergab. Der Grund dafiir ist 
die Anwesenheit jodbindender organischer Substanzen im 
Urin, die erst durch die Veraschung zerst6rt werden. Es ist 
dies eine Erscheinung, die jedermann auffallt, wenn er kleine 
Jodalkalimengen, die einem Urin zugesetzt sind, direkt durch 
Ausschiitteln der mit Schwefelsiure und Nitrit versetzten Lo- 
sung nachweisen will.!) Es treten bemerkenswerte Jodverluste 


auf. Das wird fir die Bestimmung nach Fresenius, — Ti- 
tration des ausgeschiittelten Jods — in der genannten Arbeit 


ebenfalls konstatiert. 

In einer Arbeit aus dem Jahre 1912 beschaftigen sich 
nun Herzfeld und Makler?) mit der Frage, ob Jod im Or- 
ganismus abgespalten werden muf, um sich mit einem orga- 
nischen Rest zu vereinigen. Sie verneinen diese Frage im 
Gegensatz zu der von Ehrlich*) ausgesprochenen Anschauung 
und halten durch dort mitgeteilte Versuche die direkte Um- 
setzung von Jodalkali bezw. Jodionen zu organisch gebundenem 
Jod (Jodeiweif}) fiir nachgewiesen und zwar ist es der Speichel, 
dem sie diese Fiihigkeit zuschreiben. Die Versuchsanordnung 
war folgende: 10 ccm Speichel (alkalisch) kamen mit 1 ccm 
n/1o-KJ-Losung versetzt in den Brutschrank (2 Stunden). Dann 
wurde in der einen Hialfte nach Winterstein und Herzfeld 





‘) Hierauf weist z. B. auch Boruttau hin, Zeitschr. exp. Path. u. 
Therap., Bd. 8 [1911], S. 427. Eine der ersten diesbeziiglichen Angaben 
diirfte die von Blum sein. Miinch. Med. Wochenschr. |1898], Nr. 8/9. 

*) Med. Klinik 1912, Bd. 8, Nr. 35, S. 1428. 

3) P. Ehrlich, Nobelvortrag. Stockholm. 
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durch Verfliichtigen, in der anderen nach Fresenius durch 
Ausschitteln und Titrieren das Jod bestimmt. Beide Male 
wurden ca. 17°/o nicht zuriickerhalten. Diese waren in den 
betreffenden Riickstinden verblieben, aus denen sie erst nach 
dem Veraschen erhalten wurden. Bei Betrachtung der Versuchs- 
anordnung mufi aber sofort auffallen, daB gegen die oben ge- 
nannte Grundbedingung der Verwendbarkeit der Methode ver- 
stoien wurde, denn in einer organische Substanz reichlich 
enthaltenden Lésung wurde einmal mit Superoxyd, das andere 
Mal mit salpetriger Séure Jod freigemacht. Dabei mufbte ein 
Teil des Jods in statu nascendi natiirlich in feste organische 
Bindung eintreten und lieB sich dann weder tibertreiben noch 
ausschiitteln, sondern konnte erst im veraschten Riickstand 
nachgewiesen werden. Die nachgewiesene Bildung von organisch 
gebundenem Jod erfolgte also aus dem von den Autoren frei 
gemachten Jod beim Zusammentreffen mit der organischen 
Substanz, je nach dem Jodbindungsvermégen der letzteren und 
der Einwirkungsdauer in verschiedenem Mabe. 

Wir haben der prinzipiellen Wichtigkeit der Frage wegen 
gepriift, erstens ob die Fahigkeit freies Jod und nicht Jodkali 
zu Jodeiweii oder dhnlichen Substanzen zu binden, dem 
Speichel tiberhaupt zukommt und ob allgemein diese Bindung 
in eiweibhaltigen L6sungen sich schon bei kurzem Stehen mit 
freiem Jod zusammen konstatieren laBt, und zweitens, ob 
die Entstehung organischen Jods beim Behandeln von Speichel 
mit Jodalkali bei Bruttemperatur mit einem einwandsfreien 
Verfahren bestétigt werden konnte. 

Daf freies Jod in Medien, die organische Substanzen ent- 
halten, unter verschiedenen Bedingungen, die z. T. den von 
Herzfeld und Makler angewendeten ahnlich sind, gebunden 
wird, zeigten uns einige Versuche: 

20 ccm Serumglobulinlésung mit Jodkalilésung (= 4,73 mg 
Jod) versetzt, kamen nach Zusatz von 15 ccm H,O, und 5 ccm 
Phosphorsiiure (Ph. G. V) und einer Spur Chloroform 2 Stunden 
in den Brutschrank. Mit Soda wurde neutralisiert und mit 
160 cem Aceton ausgefallt. Es enthielten nun das Filtrat 


1,52 mg Jod. 
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Die 4 Acetonextrakte 0,15—0,10—0,06—O mg Jod, das 
Koagulum 2,86 mg Jod: zusammen wiedergefunden 4,69 mg 
Jod. Angewendet 4,73 mg Jod. Es hatte sich demnach mehr 
als die Hiilfte des Jods in der Zeit der Einwirkung mit dem 
Eiweifs umgesetzt. 

Ein zweiter Versuch zeigte, daB von 15 ccm Eiereiweil- 
l6sung (1:1) unter ahnlichen Bedingungen (1 ccm KJ-Lsg. = 
4,73 mg Jod, 5 ccm H,PO,, 20 ccm H,O,), wiihrend 20 Minuten 
immerhin schon 0,28 mg Jod organisch gebunden wurden. Der 
Rest fand sich im Filtrat. 

Ein dritter Versuch sollte den Einflufi der Wasserbad- 
temperatur zeigen und dihnelt am meisten den Arbeitsbedingungen 
von Herzfeld und Makler. 10 ccm Speichel mit der gleichen 
Menge Wasser und mit 1 cem KJ-Lésung (1 = 4,73 mg J.) ver- 
setzt, erhielten einen Zusatz von 20 ccm H,O, und 5 cem Phos- 
phorsdure (1: 4). Die Losung farbt sich sofort gelb und wird 
6 Minuten aufs siedende Wasserbad gesetzt. Es entweichen 
Joddimpfe und die LOsung nimmt eine hellere Farbe an. Sofort 
nach dem Abkiihlen wird mit Aceton gefiillt und in den ein- 
zelnen Fraktionen das Jod bestimmt. Es enthielt das Filtrat 
2,4 mg, das Extrakt 0, das Koagulum 1,06; zusammen 3,46 mg 
statt 4,73 mg Jod. Die fehlenden 1,27 mg Jod waren beim 
Erhitzen entwichen. Die 1,06 mg im Koagulum haben sich 
wiihrend des kurzdauernden Erhitzens in dem eiweifhaltigen 
Medium fest verankert. Eine Einwirkung von KJ auf den 
Speichel im Brutschrank im Sinne der genannten Autoren hatte 
aber nicht stattgefunden; denn ohne H,Q, war jene Jodbindung 
nicht aufgetreten. 

Dai der Speichel die behauptete eigentiimliche Fiihig- 
keit habe, Jod aus Jodid freizumachen und anzulagern, war 
nach diesen Befunden unwahrscheinlich, schien aber doch einer 
speziellen Nachpriifung wert, da der prinzipielle Fehler in den 
genannten Untersuchungen erkannt und seine Vermeidung leicht 
moglich war. 

Schon ein Vorversuch ergab, dafi bei 3 stiindigem Ver- 
weilen von frischem Speichel mit KJ-L6sung im Brutschrank 
das erhaltene Acetonkoagulum jodfrei war. Nunmehr wurden 
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16 ccm Speichel mit 1 cem KJ-Lésung 5 Stunden bebriitet 
und dann die Acetonfiallung und Aufarbeitung durchgefihrt wie 
iiblich. Auf Grund der Erfahrung, dai die Niederschlage sehr 
schwer quantitativ extrahierbar sind, wurden noch mehrfach 
Acetonextrakte gepriift, bis der letzte jodfrei war. 
Es enthielten: Filtrat 4,66 mg Jod. 
Extrakte 0,07—0,03—0 mg Jod. 
Koagulum Omg Jod. 
4.76 mg Jod statt 4,73 mg Jod. 


Das Ergebnis ist: Der Speichel hat das zugesetzte Jod- 
alkali unverdndert gelassen, wie dies friiher schon bei Blut 
Ofters konstatiert worden war. 

In derselben Weise verlief auch ein Versuch mit Serum- 
elobulinlésung, der als Parallelversuch zu dem oben beschrie- 
benen durchgefiihrt wurde. 20 ccm Serumglobulinlésung mit 
1 cem KJ-Lsg. (= 4,73 mg J.) und 20 ccm H,O versetzt kamen 
2 Stunden in den Brutschrank. Die Aufarbeitung nach dem 
Acetonextraktionsverfahren ergab 


im Filtrat 4,05 mg J. 
in den Extrakten 0,23—0,05—O » » 
im Koagulum 0 >» >» 


Es resultiert aus allen diesen Versuchen, dafi der Speichel 
ebensowenig wie das Blut von sich aus eine spezifische Jod- 
umsetzung betiitigt. Freigemachtem Jod gegeniiber verhalt er 
sich als Jodfiinger wie auch zahlreiche andere Substanzen z. B. 
Blut, Urin, Gewebssiifte und Eiweiblosungen. 

Zusammenfassend seien zum SchlufB die Bedingungen 
wiederholt, die zur Trennung von Jodalkali und Jod- 
eiweili erfiillt werden missen. 

1. Jede Extraktion von Salzen aus EiweifSkérpern erfolgt 
quantitativ nur solange die Substanz feinst verteilt und _ fiir 
das Extraktionsmittel ganz durchdringlich ist. Diese Kigen- 
schaft geht aber beim Trocknen verloren. 

2. Die Dialyse erweist sich zur Trennung ungeeignet, weil 
sie zu lange Zeit in Anspruch nimmt und fiir eine vollige Ent- 
fernung der letzten Spuren Jod ein Kriterium fehlt. Bei vor- 
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liegender Adsorption und Doppelbindung, die natiirlich nicht 
unter den Begriff der Umsetzung und organischen Bindung 
fallt, ermdglicht sie die erforderliche Trennung nicht. 

3. Wahrend allerzum Zweck der Trennung vorgenommenen 
Manipulationen muf unbedingt vermieden werden, daB in irgend 
einem Moment elementares Jod Gelegenheit bekommt, mit or- 
ganischer Substanz eine Umsetzung einzugehen. 


B. Existiert ein normaler Jodgehalt in anderen Organen als in der 
Schilddrise? 


Aus den Betrachtungen und Versuchen des ersten Ab- 
schnitts geht hervor, daBb die Diagnose einer Jodumsetzung 
nicht leicht einwandsfrei zu stellen ist. Um nicht fehlzugehen, 
wird man sich alle .Méglichkeiten von Irrtiimern bei der Be- 
urteilung der in der Literatur vorliegenden Angaben vor Augen 
halten miissen. 

Die meisten Versuche, Jod in Organen nachzuweisen, 
sind, soweit die Organe ohne vorherige Trennungsversuche 
im ganzen verbrannt wurden, nur als vorliiufig orientierende 
anzusehen und positive Jodbefunde diirfen nur zur Kon- 
statierung einer Speicherung dienen. Eine Eingliederung in 
den Zellbestand eines Organs, so wie sie bei der Schild- 
driise durch Bildung des typischen JodeiweifkOrpers mittels 
chemischer Umsetzung stattfindet, ist fiir ein anderes Organ 
noch nicht erwiesen worden. Wie ein Jodgehalt der Haare 
und Klauen nach Jodzufuhr aufzufassen ist, dariiber haben wir 
uns oben geiiufiert. Wenn auch in diesem Falle, wie aus den 
Angaben von Howald hervorgeht, eine organische Bindung 
des Jods eingetreten ist, so bedeutet das noch nicht den Nach- 
weis einer charakteristischen Lebenstitigkeit; vielmehr er- 
scheint die Umseizung in diesen Gebilden, denen die Moglichkeit 
fehlt, das einmal aufgenommene Jod wieder abzugeben, unter 
dem Einflu8 von Licht und Luft das Wahrscheinlichste. 

Die Angaben von Justus, der die Auffassung vom physio- 
logischen Jodgehalt der Zelle vertritt, sind nach dem Nachweis 
der Unzulinglichkeit seiner Methodik nicht liinger zu halten. 
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a) Findet sich organisch gebundenes Jod in den Lymph- 
driisen des Stromgebiets der Thyreoidea? 


Der Weg, den ein Sekret der Schilddriise nehmen koénnte, 
braucht nicht direkt ins Blut zu gehen, sondern kOénnte auch 
iiber die Lymphbahnen fiihren. Gewisse mikroskopische Be- 
obachtungen!) an Schnitten durch die Schilddriise schienen 
fiir einen Ubergang von Schilddriisenkolloid in die Lymph- 
wege zu sprechen. Wenn die Anschauung, dai der Jodeiweil- 
koérper der Schilddriise das sezernierte, wirksame Agens sei 
und auf diesem Wege in den Organismus gelange, zutreffend 
sein soll, so miiBte sich in den zugehdrigen Lymphdrisen, 
den ersten Stationen auf dem Wege ins Blut, dieser Jodeiweif- 
kérper, kenntlich an dem Jodanteil, auffinden lassen. 

Dieser Uberlegung zufolge hat der eine von uns (Blum)?) 
schon friiher die entnommene Lymphe in Mengen bis ther 
100 cem untersucht und jodfrei befunden. Auch gesammelte 
Lymphdriisen der Schilddriisengegend erwiesen sich als frei 
von Jod. Der gegen diese Versuche erhobene Einwand,?) die 
Menge der Lymphe sei eben zu gering gewesen, erscheint 
nicht stichhaltig, wenn man sich klar macht, dafi der Lymph- 
strom weder nach der Gesamtmenge Lymphe, die er befordert, 
noch nach seiner Strémungsgeschwindigkeit mit dem Blutstrom 
zu vergleichen ist. Eine Menge von 100 cem Lymphe ist also 
eine sehr betriichtliche, die wohl Schliisse erlauben mubite, 
selbst wenn man sie nur als Anteil der Gesamtlymphe und 
nicht hauptsiéchlich der Thyreoidallymphe ansieht. 

Die beachtenswerte Arbeit von Carlson und Woelfel 
hat zudem neuerlich wieder den Beweis erbracht, dah die 
Lymphe absolut jodfrei ist und auch die vielfach als empfind- 
lichste Probe auf Schilddriisensubstanz angesehene Reid 
Huntsche Acetonitrilreaktion nicht gibt. 

Wir haben unser Material bei der Wichtigkeit der Frage 
ebenfalls zur Kliirung der Verhiiltnisse ausnutzen wollen und 


') Hiirthle, Pfliigers Archiv, Bd. 56 [1894], S. 1. 
*) Blum, Virchows Archiv [1899], Bd. 158, S. 509. 
*) Biedl, Innere Sekretion. Wien [1913]. 
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haben groBe Mengen von Lymphdriisen des Stromgebietes der 
Thyreoidea, die von geeigneten Tieren erhalten waren, in 
Aceton gesammelt. Nach dem Zerkleinern wurde in iiblicher 
Weise Acetonfiltrat, Extrakt und Koagulum untersucht. Das 
Ergebnis bestitigte die oben genannten Versuche von Blum. 

Die Lymphdriisen der Schilddriisengegend wurden bei 
2 Pferden mdglichst vollstiéindig herauspripariert und nach 
oberflaichlichem Abspiilen mit Wasser in 80°/o Aceton einge- 
schnitten. Es wurde dreimal mit Aceton ausgekocht, heil 
filtriert und Filtrat wie Riickstand auf Jod gepriift. Filtrat = 0, 
Riickstand = 0. 

Die entsprechenden Lymphdriisen von 5 Hunden, aus- 
gekocht mit Aceton, wurden verascht. Riickstand Jod = 0. 

Die Lymphdriisen von 2 Hunden in toto verascht er- 
gaben Jod = 0. 

Eine grofie Menge Lymphdriisen von Hunden, in Aceton 
aufbewahrt, wurde angesammelt und die Riickstiinde auf Jod 
untersucht. Jodgehalt = 0. 


b) Untersuchung von Organen normaler Tiere. 


Zuniachst beschriinkten wir uns auf Organe wie Leber, 
Niere, Milz, Herz und Lunge. Die sogenannten Blutdriisen 
haben wir bisher noch nicht untersucht. Wir méchten nur 
daran erinnern, dafi bei normalen Individuen die Hypophysen 
von Wells,') die Ovarien von Zoeppritz?) als jodfrei be- 
funden wurden. 

Unsere Versuche zeigten, dafi organisches Jod in den 
untersuchten Organen nicht vorhanden war. Anorganisches 
Jod in kleinsten Mengen, das ins Acetonfiltrat tiberging, fand 
sich gelegentlich. Wiirde die Trennung nicht vorgenommen, 
so finde sich dieses Jod nach Veraschung des ganzen Organs 
und fiihrte leicht zu falschen Schliissen. Danach sind jene 
Angaben in der Litteratur zu beurteilen, nach denen ein Jod- 
gehalt tierischer Organe dazu benutzt wurde, die Sekretion 





') G. Wells, Journ. biol. Chem., Bd. 7, S. 259. 
*) Zoeppritz, Miinch. Med. Wochenschr., Bd. 59 [1912], S. 1898. 


1 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, XCII. <0 
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eines Jodeiweiikérpers der Thyreoidea wahrscheinlich zu 
machen. Unsere Kritik richtet sich also nicht allein gegen die 
Methodik des Jodnachweises, die ein Vorhandensein des Ha- 
logens vortauschte, sondern auch gegen die ganze Beweis- 
fiihrung als solche. Der Jodgehalt der Organe aufer der Schild- 
driise ist nach unserer Auffassung kein gesetz- und regel- 
mabiger, sondern ein zufalliger und nicht spezifischer. Erst 
der Nachweis organischen, an Eiweifi gebundenen Jods wiirde 
Schliisse auf die Beziehungen des betreffenden Organs zur 
Schilddriise oder Vergleiche der Funktionen beider gestatten. 
In unseren Analysen von Organen normaler Tiere fand sich 
kein Anhalt fiir das Vorhandensein an Eiwei® gebundenen 
Jods, wie es im Gegensatz dazu der Schilddriise zukommt. 


Im Folgenden seien die Resultate zusammengefabt. 
Hund 166 normal. Kost: beliebig. 
Untersuchung der Organe: Leber Filtrat Spur Koag. 0 


Lunge — 0 — 0 
Niere — 0 — 0O 
Herz — 0 — 0 


Hund 225 normal. Friiher KJ-Gaben; dann lange J-frei ernéhrt. 
Leber Filtrat 0 Koag. 0 
Niere —- 0 — O 
Milz — 0 — 0 

Hund 214 normal. Friiher KJ-Gaben; dann lange J-frei ernahrt. 
Leber Filtrat 0 Koag. 0 


Niere — O — O 
Herz — O — O 
Milz — QO — QO 


Hund K. Wegen Krankheit getétet. Fiitterung mit Hundekuchen. 
Leber Filtrat Spur Extrakt 0 K 0 


Niere _— 0 — —0 
Milz —: 0 —- — 0 
Herz 0 = — 0 
Hammel. Leber Filtrat 0,02 EO Koag. 0 
Milz — 0 — 0 
Niere — Spur — Spur 
Hammel. Niere. 2) 0 > 
3) 0 > 
4) 0 > 
5) 0 > 
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6) 0 EESp. EEO Kg.0 
7) 0 EEO Kg. Spur 

EE = Extraktion mit Essigséure und Natriumsulfat in der Hitze. 

Auferdem ergaben einige Versuche mit Prefsiiften und 
zerhackten Organen, die fiir andere Zwecke benotigt wurden, 
das Freisein von Jod. 

Die in der Tabelle erwahnten Befunde an Hammelnieren 
sind sehr auffallend gegentiber den durchaus negativen Jod- 
befunden an anderen Organen des Hammels und an den Nieren 
aller anderen Tiere. Eine Erklarung kann noch nicht gegeben 
werden. Die Moéglichkeit liegt immerhin vor, da8 durch- 
passierendes Jodalkali in der Niere Jodwasserstoff bildet, der 
dann entweder als solcher oder nach partieller Oxydation mit 
dem Eiweif} in Verbindung tritt. Eine Regelmibigkeit besteht 
aber offenbar nicht. Wenn eine Jodwasserstoffdoppelverbin- 
dung mit Eiweifi vorliegt, wird allerdings die Acetontrennung 
allein nicht geniigen. Das ist auch der Grund, weshalb wir 
in zweifelhaften Fallen noch eine Extraktion mit Essigsiiure- 
Natriumsulfat in der Hitze vor der Veraschung des Koagulums 


einschalteten. 


c) Findet sich organisch gebundenes Jod nach Jod- 
alkalieingabe auch auferhalb der Schilddriise? 


Organisch gebundenes Jod kénnte sich in einem Organ 
finden, wenn es von der Schilddriise aus als Jodeiweifkorper 
sezerniert in dem betreffenden Organ gerade abgefaft wiirde. 
Das entspricht dem Befund von organischem Jod in verschie- 
denen Teilen des Organismns nach Einspritzung von Schild- 
driisensaft. Es kénnte aber auch durch einen gleichen Vorgang 
wie in der Schilddriise in einem anderen Organ aus anor- 
ganischem Jod gebildet worden sein. 

Beide Annahmen finden sich meist ungentigend ausein- 
andergehalten in der Literatur vor. Die erste Annahme ist 
durch die Untersuchungen des Blutes!) und der normalen 
Organe (s. oben) widerlegt. Die zweite Méglichkeit ist zwar 
schon durch die obigen Versuche unwahrscheinlich gemacht, 
moge aber noch einer besonderen Priifung unterzogen werden. 





*) Unsere Mitteilung, 1. ¢. 
26* 
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Gegeniiber dem eben ausgesprochenen Satz, dafi normale 
Tiere in den verschiedensten Organen kein organisches Jod 
enthalten, kénnte der Einwand gemacht werden, dai die dem 
Organismus zur Verfiigung stehende Jodmenge itiberhaupt zu 
klein gewesen sei und da das organisch gebundene Jod der 
betreffenden Organe sich deshalb dem Nachweis entzogen habe. 
Die Stichhaltigkeit dieses Einwands mufte gepriift werden: 
Wenn wirklich andere Organe imstande sind, Jod in Form von 
Jodeiweif in sich aufzuspeichern, wie das die Schilddriise tut, 
wenn also der Unterschied von der Schilddriise nur ein quan- 
titativer, kein qualitativer wiire, so mii®te es mdglich sein, 
bei Tieren, die grofe Quantitaéten Jod als Jodalkali langere 
Zeit zugefiihrt erhielten, eine Anreicherung der Jodeiweif- 
substanz in den Organen zu erzielen, die den Betrag des or- 
ganisch gebundenen Jods in den Bereich der MeSbarkeit riickte. 
Es muBte also die Fihigkeit der Schilddriise, Jod in organischer 
Form zu binden und zu speichern, auch bei anderen Organen, 
wenn auch abgeschwiicht, wiedergefunden werden; es miilite 
also organisches Jod nach Zufihrung von Jodalkali wahrend 
einiger Zeit bei Untersuchung der Organe gefunden werden. 
Natiirlich darf kein Schilddriisen- oder anderes Jodeiweif ge- 
reicht werden, da dieses in den Organen unveriindert sich 
ablagern kénnte. Zur Priifung der Analogie mit der Schild- 
driise mute deshalb Jodkali gegeben werden. Natiirlich hat 
man bei der Bearbeitung des Materials hier mit besonders 
grober Sorgfalt die Trennung durchzufiihren, da das Blut in 
diesem Fall stets anorganisches Jod enthiilt. 

Die definitive Entscheidung der Frage kann erst durch 
mehrere Versuche und durch Untersuchung nahezu aller Or- 
gane gebracht werden. Der folgende Versuch gehort hierher: 

Hund 320 bekam nach Exstirpation der linken Schilddriise 
tiiglich O,1 g NaJ per os wiihrend 10 Tagen. Das Tier ging 
am dritten Tag nach Exstirpation der zweiten Schilddriise ein. 
Die Organe wurden zerkleinert, in Aceton eingelegt und erst 
mit Aceton extrahiert. Es folgte hierauf mit Riicksicht auf die 
oben genannten Beobachtungen eine Extraktion mit Essigsaure- 
Natriumsulfatldsung in der Hitze. Erst wenn diese kein Jod 
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mehr ergab, wurde das Koagulum verascht. Das Resultat zeigt 
die folgende Tabelle: 














0 | ‘ia | Aceton- Essigsiure- | _ 
rgane 4 cetonfiltrat | oui peal Koagulum 
Leber 0,23 | (0,08/0,05 0,040 | 0 
Nieren | 0,06 | 0 0 | 0 
Hoden | 0,02 0 0 0 
Milz / 0,05 | — Spur 0 | 0 





Zu diesen Befunden stimmt die Angabe von L. Adler 
und L. Czapski') in einer jiingst erschienenen Arbeit, die bei 
Kaninchen nach KJ-Injektionen in Hoden, Leber und Muskeln 
sowie im Blut kein organisches Jod nachweisen konnten, sondern 
alles Jod in Jodidform fanden. 

Auch die Untersuchungen an den Organen der oben er- 
withnten Tiere 214 und 225 die einige Zeit Jodalkali erhalten 
hatten und dann J-frei ernéhrt worden waren, zeigen, daB kein 
organisch gebundenes Jod irgendwo entstanden war. Wihrend 
es dort schon wieder hatte eliminiert sein kénnen, ist das bei 
Hund 320 sehr unwahrscheinlich, da der ganze Organismus noch 
sehr jodreich war. Die bisherigen Versuche haben also keinen 
Anhaltspunkt fiir die Annahme ergeben, dafi in anderen Or- 
ganen als der Schilddriise Jodeiweii gebildet werden koénnte. 


Zusammenfassung. 


1. Jodumsetzung und Jodspeicherung sind scharf aus- 
einanderzuhaltende Begriffe. 

2. Zur Beurteilung, ob eine Jodumsetzung oder eine Jod- 
speicherung vorliegt, bedarf es besonderer ‘Trennungsverfahren. 
3. Die Schilddriise setzt Jod um und speichert es. 

4. Eine regelmiiBige Jodspeicherung oder eine solche auf 
lange Zeitliufte findet nirgends sonst im Organismus der héheren 
Tiere statt. 





*) Biochem. Zeitschrift [1914], Bd. 63, S. 117 
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5. Die zum Stromgebiet der Thyreoidea gehorigen Lymph- 
driisen waren stets frei von Jod. 

6. Andere untersuchten Organe normaler Tiere enthielten 
in einigen Fillen, aber unregelma&Big anorganisches, offenbar 
aus der Nahrung stammendes Jod, aber kein organisch ge- 
bundenes Jod. 

7. Nach Zufuhr von Jodalkali lieB sich Bildung von Jod- 
eiweiB auBerhalb der Thyreoidea nicht nachweisen. Hier aber 
entsteht das Jodeiweif durch eine spezifische Organtitigkeit. 


























Die Abbauprodukte des Cholesterins in den tierischen Organen 
(Gallensduren). 
VII. Mitteilung.') 


Von 


J. Lifschiitz, in Hamburg. 





(Der Redaktion zugegangen am 29. August 1914.) 


Die Ermittelung des genetischen Zusammenhanges zwischen 
dem Cholesterin und den Gallensiiuren durch die charakteri- 
stische Farb- und Spektralreaktion, welche die beiden Stoffe 
in Kisessigldsungen (nach der Behandlung dieser Lésungen mit 
Peroxyden) auf Zusatz von etwas Schwefelsiure geben, geschah 
bis jetzt, wie ersichtlich, auf qualitativem Wege.?) Es ist je- 
doch fiir die Kenntnis der Okonomie des Cholesterins in den 
tierischen Organen und nicht minder fiir die Erkenntnis des 
Wesens und des molekularen Baues der Gallensiiuren von 
erheblicher Bedeutung auch quantitativ zu erfahren: ob die 
N-freien Komponenten der Gallenséiuren ihr Entstehen aus- 
schlieBlich dem Cholesterin (oder dem gleichen Ursprung mit 
dem letzteren) zu verdanken haben, resp. ob hier auch eine 
andere Quelle mit im Spiele ist, der manche dieser Séuren 
entstammen koOnnte. Da mir bis jetzt — aufer dem Oxy- 
cholesterin und seinen Derivaten — kein tierischer Stoff, der 
hier in Betracht kommen koénnte, bekannt geworden ist, welcher 
die Essigschwefelsiure-Reaktion mit ihren bekannten Farben 
und Spektren gibt, so miiBte derjenige Teil der Gallensiiuren, 
der mit dem Cholesterin nichts gemein hat, sich dieser Re- 
aktion (auch nach dessen Oxydation) entziehen. Daf diese Er- 
mittelungen — bei der charakteristisch-prignanten Schiirfe des 
Spektrums dieser Farbreaktion — in entsprechender Weise 
sich bewerksteliigen lassen miiBten, war erfahrungsgemifi 
vorauszusehen. 





*) Vorangehende Mitteilungen: Diese Zeitschr. Bd. 50, S. 437; Bd. 53. 
S. 140 (1907); Bd. 58, S.175 (1908); Bd. 63, S. 223 (1909); Bd. 91, S. 309 
(1914); Biochem. Zs. Bd. 52, S. 206 (1913). 

*) «Berichte», Bd. 47, S. 1459 (1914). 
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So kompliziert die Zusammensetzung der Galle auch ist, 
so sind doch, namentlich die Gallensaéuren, die ja die Haupt- 
bestandteile der Galle ausmachen, soweit studiert, dai das 
bereits vorliegende Material ausreichen diirfte, um die in Rede 
stehende Frage, wenigstens in ihren Hauptztigen und dem 
Prinzip nach, befriedigend zu beantworten. 

Mit der Feststellung der Tatsache, dafi die Farben- und 
Spektralerscheinungen der bei den Gallenséuren nach ihrer 
Oxydation in Eisessigldsung mit H,SO, hervorgerufenen Farb- 
reaktion identisch sind mit denen der in gleicher Weise beim 
Cholesterin herbeigefiihrten Oxycholesterin-Reaktion, ist 
auch gleichzeitig die Méglichkeit geschaffen, auch die Gallen- 
siiuren (wie ihre mutmafliche Muttersubstanz, das Oxycho- 
lesterin),'!) spektralanalytisch zu ermitteln. Die quantitative 
Bewertung dieser Ermittelungen der Gallensiiuren als 
Cholesterinderivate miibte sich dann aus vergleichenden 
Untersuchungen der auf diesem Wege erhaltenen Daten mit 
den bereits bekannten anderweitigen Ergebnissen der Gallen- 
forschung ergeben. 

Die seit Jahren aus zahlreichen Untersuchungen der 
Cholesterinstoffe, unter Verwertung ihrer Spektralreaktionen 
zu quantitativ analytischen Zwecken, gesammelten positiven 
Erfahrungen kamen tatsiichlich auch hier gut zustatten. Es 
hat sich gezeigt, dab die bei der reinen Cholséure bezw. bei 
der rohen Galle hervorgerufenen Oxycholesterin-Reaktionen 
nach den Intensitiéten ihrer Farben- und Spektralabsorptionen 
recht gut meBbbar sind und auch — bei Vergleichung dieser 
Messungen der Cholsiiurespektren mit denen der Galle — 
recht brauchbare Riickschliisse auf den Gallenséurengehalt der 
letzteren gewiihren. 

Zu den nachstehenden diesbetreffenden Versuchen sind 
als Objekte einerseits die reine krystallisierte Cholsiéiure und 
anderseits die rohe  eingedickte Ochsengalle?) verwendet 


worden. 


1) Siehe Dies: Biochem. Zeitschr., Bd. 48, S. 381 u. 345; ferner 


Bd. 54, S. 230ff. (1913); und Bd. 62, S. 223 ff. (1914). 
*) Das sogenannte Fel tauri der Apotheken. 
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Im Nachfolgenden sollen zunichst zwei Ermittelungsarten 
der Gallensiuren in der Rohgalle erortert werden: 

1. Ermittelung des spektralen Reaktionsumfanges 
der Galle durch Messungen der minimalen Spektralab- 
sorption ihrer durch Oxydation hervorgerufenen Oxycho- 
lesterin-Reaktion, unter Vergleichung der dabei ermittelten 
Werte mit den in gleicher Weise erhaltenen Daten der reinen 


Cholséiure; und 
2. gewichtsmabige Ermittelung des Cholsiiuregehalts der 


Galle unter Ausschaltung derjenigen Bestandteile der Rohgalle, 
die nicht zu den eigentlichen Gallenséiuren gehéren und die auf 


Essigschwefelsiure (auch nach ihrer Oxydation) nicht reagieren. 


I. 


A. Bestimmungen der minimalen Spektratabsorption 
der rohen Galle. 

Analysenreihe 1. 0,5 g der eingedickten Ochsengalle 
mit 67,0°/o Trockensubstanz wurden im geriiumigen Becher- 
gliischen in 10 ccm Elisessig kochend gelést und in die griine 
heiBe, aber nicht kochende Lésung 0,5 g reinen Benzoylsuper- 
oxyds eingetragen. Nach vorsichtigem gelindem Krwirmen trat 
Gasentwicklung ein. Die Flamme wurde weggezogen und die 
Reaktion sich selbst tiberlassen. Nach kurzer Zeit war die 
Reaktion voriiber. Die Lésung wurde dann rasch bis zum 
Aufschitumen aufgekocht und die Flamme_ hinweggezogen. 
Nachdem die hellgelb gewordene Lésung sich vollig beruhigt 
hat, wurde sie schnell abgektihIt, von den ungelést gebliebenen 
Schleimstoffen durch ein kleines Filter filtriert und das Filter 
mit kleinen Mengen Eisessig ausgewaschen. Das klare Filtrat 
nebst Waschfliissigkeit wurden in einem KOlbchen von 20 ccm 
Inhalt aufgefangen und bis zur Marke aufgefiillt, sodab die L6- 
sung nunmehr 2,5°/o der wasserhaltigen Ochsengalle enthielt. 

1 ccm dieser Eisessiglisung wurde mit 5 ccm Chloroform 
verdiinnt!) und die nunmehr 0,4166°/oige Gallenlisung fiir die 
Spektralanalyse verwendet. 





*) Die Verdiinnung mit Chloroform ist notwendig, weil sonst die 
UOxycholesterinreaktion viel triger und unvollstindiger vor sich geht. 














386 J. Lifschitz, 


1 ccm davon wurde mit 2 ccm Essigschwefelsiure'!) ver- 
mischt. Nach 7—8 Minuten wurde die Liésung blau bis blau- 
griin. Sie zeigte dann im Spektrum — der charakteristischen 
Hauptsache nach — ein starkes Absorptionsband im Gelb und 
einen schwachen Streifen im Rot (zwischen C und d). Das 
Gemisch wurde dann mit 1 Tropfen 2,5°/oiger Eisenchlorid- 
Eisessigldsung versetzt. Das Absorptionsband im Gelb des 
Spektrums verschwand und die volle Entwicklung des Streifens 
«C—d» trat momentan ein. Das 3 ccm betragende, echt griin 
gewordene Gemisch enthielt also nunmehr 0,1388°/o Gallen- 
substanz. 1 ccm dieses Gemisches wurde in ein Zylinderchen 
von 18 mm Durchmesser und ca. 10 cem Inhalt gebracht und 
vor dem Spektroskop an einer Lichtquelle von ca. 100 HK 
nach und nach mit Eisessig so lange verdiinnt, bis der vor- 
erwihnte Absorptionsstreifen «C—d» im Rot bei engster 
Spalt6ffnung des Spektroskops zu einem eben noch sichtbaren 
Wolkchen zusammenschrumpfte, das bei weiterer geringfiigiger 
Verdiinnung der Losung aus dem roten Spektralfelde ver- 
schwand. Bei dieser minimalen Spektralabsorption betrug 
die immer noch schwach griine Loésung 4,0 ccm und hatte so- 
mit einen Gallensubstanzgehalt von 0,0347°/o. Mithin zeigte 
die oxydierte Gallenldsung — nach dem Hervorrufen ihrer 
Oxycholesterin-Reaktion mit Essigschwefelsiiure und _ Eisen- 
chlorid — eine spektrale Grenzempfindlichkeit von 

1 : 2882, 

Bezieht man diese Werte auf die Trockensubstanz der 
verwendeten Ochsengalle (67,0°/o), so liegt die 4uBerste Grenze 
der genannten Spektralreaktion der Lésung bei 0,0232°/o 
Trockengalle. Ihre Spektralreaktion besitzt somit eine Grenz- 


empfindlichkeit von 





1: 43510. 


Die Entscheidung der Frage: inwiefern der so erhaltene 
Wert als etwaige Konstante fiir den Gallensaéurengehalt der 
Galle gelten darf, ist im Wesentlichen von der Frage abhangig : 
ob resp. in welchem Grade die Oxydation der Galle mit Benzoyl- 


') 10 Vol. Eisessig und 1 Vol. H,SQ,. 
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superoxyd von etwaigen Abweichungen in den Reaktionsbe- 
dingungen (wie Temperaturschwankungen, wechselnde Mengen- 
verhiltnisse usw.) hinsichtlich der Oxycholesterin-Reaktion des 
Oxydationsproduktes beeinfluBt wird. Da die Galle Schwan- 
kungen in ihrem Gallensaurengehalt unterworfen ist, so war 
vor allem zu untersuchen: ob eine ein fiir allemal gegebene 
Menge des Oxydationsmittels in denjenigen Fiillen, wo es einen 
erheblichen Uberschu8 ausmacht, die genannte Reaktion nicht 
in ungiinstigem Sinne beeinfluBt. 

In der Tat zeigte jedoch eine nach dieser Richtung hin 
ausgefiihrte Reihe von Versuchen, daf innerhalb gewisser, 
leicht innezuhaltender Grenzen die Oxydation der Galle, hin- 
sichtlich der Empfindlichkeitskapazitat ihrer Oxycholeste- 
rin-Reaktion, weder von der Konzentration ihrer Lésungen in 
Eisessig noch von der Menge des Peroxydes wesentlich ab- 
hingig ist. 

Die Versuche, aus denen die nachstehenden Daten er- 
halten sind, sind unter Variierung der Mengenverhiltnisse 
zwischen Galle und Peroxyd, sowie der Konzentration der 
Gallenlésungen in Eisessig, sonst aber in der oben beschriebenen 
Weise ausgefiihrt worden. Und zwar sind Galle und Benzoyl- 
superoxyd in den Verhdaltnissen von 1:1; 1:1,4; 1:1,6 und 1:2 
zur Verwendung gelangt. Die Operationen waren mit Eisessig- 
l6sungen von 2,5 und 5°/o Gallengehalt vorgenommen worden. 

Die in oben geschilderter Weise ermittelten minimalen 
Spektralabsorptionen ergaben folgende Werte: 


Bei Operat. 1 lag das spektrale Absorptionsminimum bei 0,0347 °/o ') Gallen- 
gehalt 
. « : . » 0,0337 Jo ‘ 
> > oS > > > » 0,0342°/o > 
> 4 >» » » > >» 0.0347 %/o » 
also im Mittel: 0,03432°/o Gallen- 
gehalt 


Wie oben erwihnt, enthielt die Galle 67,0°/o Trocken- 
substanz. Bezieht man den erhaltenen mittleren Grenzwert auf 
diese Trockensubstanz, so reduziert er sich auf 0,02299°/o 
Trockengalle im farbigen Reaktionsgemisch. D. h. die Trocken- 


') Vergl. die analoge Zahlenreihe weiter unten, S. 389, Anmerkung 2. 
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galle besitzt eine mittlere spektrale Grenzempfindlichkeit von 
1: 4349. 

Da zu befiirchten stand: der Wassergehalt der obigen 
Versuchsgalle konnte auf die Oxydation derselben von irgend 
welchem Einflu{ sein, so wurde ein Versuch mit der im Va- 
kuum getrockneten Galle ausgefiihrt. Und zwar wurde die 
Trockengalle in 6°/oiger Eisessigldsung mit dem 1,33-fachen 
Gewicht an Peroxyd in der oben beschriebenen Weise oxy- 
diert, filtriert und auf 3°/o Gallengehalt gebracht. 

1 ccm dieser LOsung wurde mit 5 ecm Chloroform ver- 
diinnt und in 1 cem dieser nunmehr 0,5°/oigen Gallenlisung, 
wie oben beschrieben, mit 2 cem Essigschwefelsiure und 
1 Tropfen Eisenchloridlésung die grtine Oxycholesterin-Reak- 
tion hervorgerufen und bis zur spektralen Minimalabsorption 
unter den angegebenen Bedingungen mit Eisessig verdtinnt. 
Die so ermittelte spektrale Absorptionsgrenze lag bei 0,0238 °/o 
Gallengehalt des griinen Reaktionsgemisches. Ein Befund, der 
von dem obigen mittleren und auf die Trockengalle berechneten 
Grenzwert (0,02299) nicht wesentlich abweicht. 

Diese aus fiinf unter den verschiedensten Reaktionsbe- 
dingungen ausgefiihrten Operationen erhaltenen, und dennoch 
untereinander gut stimmenden Daten diirften dartun, daB man 
an der Oxycholesterin-Reaktion der oxydierten Galle 
tatsiichlich eine optische Erscheinung besitzt, die sehr wohl 
als Konstante zur Ermittelung derjenigen Bestandteile der 
Galle benutzt werden kann, welche mit dem Cholesterin in 
genetischem Zusammenhang stehen. Die quantitative Bewertung 
dieser Substanzen muB sich, wie oben bereits angedeutet, er- 
geben: aus dem Verhiltnis der oben ermittelten Zahlenwerte 
der rohen Galle zu den in gleicher Weise zu ermittelnden 
Werten der reinen N-freien Komponenten der Gallensaure- 
paarlinge, die ja, wie nachgewiesen,!) gleichfalls die Oxy- 
cholesterin-Reaktion mit Essigschwefelsiiure geben, wie die 
rohe Galle. ?) 


/ 


') Diese Zeitschr. Bd. 91, S. 823 und 324 (1914); «Berichte» 
Bd. 47, S. 1459 (1914). 
*) Siehe weiter unten S. 389. 
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B. Bestimmung der minimalen Spektralabsorption 
der reinen Cholsiure. 


Analysenreihe 2. 0,20 g der reinen_ krystallisierten 
Cholsiiure wurden in 10 ccm Eisessig gelést und mit 0,20 g 
Benzoylsuperoxyd genau so behandelt, wie oben in der Ana- 
lysenreihe 1 die rohe Ochsengalle. Das Reaktionsgemisch blieb 
nach wie vor der Operation vollig klar und farblos.!) Die 
Lisung wurde in einem Mabkolbchen auf 20 ccm aufgefiillt 
und entsprach dann 1,0°/o Cholsiuregehalt. 1 ccm davon wurde 
mit 5 eem Chloroform verdiinnt und so die Loésung auf 
0,1666°/o Cholsiiuregehalt gebracht. 

In 1 ecm dieser Eisessig-Chloroformlésung wurde die 
griine Essigschwefelsaure-Eisenchlorid-Reaktion ebenso hervor- 
gerufen, wie oben bei der gleichartigen Gallenlésung. Das 
3 cem betragende griine Reaktionsgemisch hatte also 0,05555 °/o 
Cholsiéiure. Wurde nun 1 ccm der griinen Losung in der oben 
angegebenen Weise mit Eisessig bis zur minimalen Spektral- 
absorption verdiinnt, so betrug die verdiinnte LOsung 5,2 ccm 
mit 0,01068°/o Cholsdure. 

Weitere drei Operationen mit 2,4°/oigen Cholsiiurel6sungen 
in Eisessig unter Steigerung des Peroxydzusatzes bis zum 
1,4-fachen der angewendeten Cholsiéure ergaben iihnliche Werte. 
Die Ergebnisse dieser 4 Operationen seien hier, wie folgt, zu- 
sammengestellt : 

Bei Operat. 1 lag das spektrale Absorptionsminimum bei 0,01068 °/o Cholsiiure- 


gehalt 
’ > 2 > >» 0.01111 °/o > 
3 ; >» 0,01157%/o 
h ; > 0,01096%o%) —» 
also im Mittel bei: 0,01108°/o Cholséure- 
gehalt 


') Bei einer zu weitgehenden Reaktion farbt sich die Lésung gelb 


bis braungelb, was zu vermeiden ist. 

*) Von jeder Operation sind je zwei Chloroform-Mischungen 
und von diesen je zwei bis drei farbige Reaktionsgemische herge- 
stellt worden. Die obigen vier Werte sind somit Durchschnittszahlen von 
je zwei bis drei spektroskopischen Messungen. Dasselbe geschah auch 
bei den obigen Analysen der rohen Galle. (Siehe oben S. 387). 
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Demnach besitzt die reine Cholsaéure, C,,H,,O, + H,0, 

eine mittlere spektrale Grenzempfindlichkeit von 
1: 9025. 

Unter der Voraussetzung, daf unter den Bestandteilen 
der Galle — aufer den N-freien Gallensiurekomponenten — 
keine anderen Substanzen vorhanden sind, die nach ihrer Oxy- 
dation die Oxycholesterinreaktion mit Essigschwefelsiure geben, 
mufi — aus dem Verhialtnis des oben bei der Galle ermit- 
telten spektralen Grenzempfindlichkeitswertes (1:4349) 
zu dem hier bei der reinen Chols&éure gefundenen gleich- 
artigen Werte — sich der Gehalt der Galle an jenen Gallen- 
siiurekomponenten ergeben: Setzt man némlich den letzteren 
Zahlenbefund der reinen Cholsiure gleich hundert und _ be- 
zeichnet den gesuchten prozentualen Cholsauregehalt der Galle 
mit x, so ergibt sich die Proportionalgleichung: 

9025 : 4349 = 100: x, 
woraus sich fiir die wasserfreie Ochsengalle ein Chol- 
siiuregehalt von 48,2°/o berechnet. 

Da die obigen Spektralanalysen mit reiner krystallisierter 
Cholsiiure, die 1 Molekiil H,O (= 4,2°/o) enthalt, ausgefiihrt, 
die Analysenwerte der Galle aber auf die Trockensubstanz be- 
zogen wurden, so miissen hier 2,0°/o abgezogen werden. Der 
gefundene Cholsiuregebalt reduziert sich somit auf 46,20°/o 
wasserfreier Cholséiure der Trockengalle. 

Wie weiter unten dargetan wird, enthilt die Galle, auSer 
den Gallenséuren, tatsachlich keine andere Substanz, die nach 
ihrer Oxydation mit Benzoylsuperoxyd die in Rede stehende 
Oxycholesterin-Reaktion gibt.1) Es kann somit kaum einem 
Zweifel unterliegen, dai die obige auf spektralanaly- 
tischem Wege ermittelte Zahl mit befriedigender An- 
niiherung den tatsaichlichen Gehalt der Ochsengalle 
an N-freien Gallensiuren ausdrickt. 





‘) Beziiglich des Cholesterins, das im Fel tauri in nur geringen 
Mengen vorkommt, sei bemerkt, daB es sich, wie weiter unten nachge- 
wiesen wird, an der Oxycholesterin-Reaktion der Galle in nachweislichem 
Grade nicht beteiligt. Es liegt daher keine Berechtigung vor, das Cho- 
lesterin vom obigen Befund abzuziehen. (Vgl. auch: Diese Zeitschr. 
Bd. 91, S. 322 (1914) und weiter unten S. 398). 
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Eine hinlinglich bestétigende Stiitze erhalt diese An- 
schauung in einer Arbeit von K. Langheld,') der aus 522 g 
Festsubstanz der Rindergalle 299 g = 57,3°/o Rohsaéuren 
erhalten hat. Eingangs seiner Arbeit?) schreibt dieser Autor: 
«Es (das neue Verfahren) gestattet bereits jetzt, mindestens 
80°/o des Rohprodukts in chemisch definierte Kérper iiberzu- 
fiihren.» Da’ der Verfasser unter letzteren die Cholsiiure und 
die Desoxycholsiiuren verstanden haben will, scheint aus seiner 
Zusammenstellung der Ausbeuten an den von ihm aus der 
Rohgalle gewonnenen K6rpern am Schlusse seiner Arbeit 
hervorzugehen.*) In diesem Falle reduzieren sich jJene 57,3°/o 
Rohsiiuren auf 45,8°/o eigentlicher Reinsiiuren: eine Zahl, die 
mit der obigen Spektralanalyse tibereinstimmt. 

Auch die nachstehende Gewichtsanalyse der Galle diirfte 
diese Anschauung bestiitigen. 


II. 
Gewichtsmibige Ermittelung des Gallensiiuregehaltes 
der Galle. 


Spricht nun nach dem Obengesagten alle Wahrschein- 
lichkeit fiir die Annahme, dafi der oben auf optischem Wege 
ermittelte Wert dem wirklichen Gallensaiurengehalt der Ochsen- 
galle entsprechen dirfte, so wurde doch der Versuch unter- 
nommen, diesen Wert auch gewichtsanalytisch zu kontrollieren. 
Hierfiir wurde das Verfahren von Hoppe-Seyler zur Be- 


stimmung der gallenséuren Salze in der Galle — wenigstens 
seinem Prinzipe nach — zu Grunde gelegt. Bildet auch dieses 


Verfahren, das auf der Unldslichkeit der genannten Salze in 
Ather beruht, einen recht beschwerlichen Umweg gegeniiber 
den in neuerer Zeit vorgeschlagenen Methoden, die Cholsiiuren 
als solche zur Wagung zu bringen, so scheint doch das erstere 
Verfahren wesentlich geringere Fehlerquellen und Bedenklich- 
keiten in sich zu schlieBen, als die letzteren Methoden. 


') «Uber die Bestandteile der Rindergalle I.» Ber. d. deutsch. chem. 
Gesell., Bd. 41, S. 378 (1908). 

*) Daselbst, S. 379. 

3) Daselbst, S. 384. 
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Zu diesem Ende wurde die eingedickte Ochsengalle mit 
Alkohol behandelt, um die Schleimstoffe und einen Teil der 
Farbstoffe zu beseitigen. Sie betrugen 8,2°o der Trockengalle 
und reagierten weder auf Gallensiuren, noch nach 
ihrer Oxydation auf Oxycholesterin. Um die relativ 
kleinen Mengen von Fett, Cholesterin, dem tberwiegenden 
Teil des Lecithins und éhnlichen Beimengungen zu entfernen, 
wurde die wiasserige LOsung der bereits durch die Alkohol- 
reinigung gegangenen Galle mit alkoholhaltigem Ather und 
darauf mit alkoholhaltigem Benzin ausgeschiittelt. 

Die Alkalien (Kalium und Natrium) wurden zunichst in 
bekannter Weise als Alkalisulfate und das Kalium fiir sich 
als Kalium-Platinchlorid bestimmt. Nach der entsprechenden 
Berechnung ergab die Differenz auch den Natriumgehalt 
der trockenen Galle. 

Der Schwefelgehalt, als BaSO, bestimmt und 2,0°/o 
von der Trockengalle betragend, ergab den Gehalt der Galle 
an Taurocholsdure. 

Nach Abzug des Alkalimetallgehaltes der isolierten 
Salze ergaben sich die freien Saurepaarlinge und nach Abzug 
des Schwefel- resp. des stickstoffhaltigen Restes von den 
Siiurepaarlingen wurde schlieBflich der Gehalt der Galle an 
Cholsiuren ermittelt.') 

Behufs Ermittelung der Summe der gallensauren Salze 
wurde die, wie soeben angedeutet, vorgereinigte Galle in ab- 
solutem Alkohol gelést, die klar filtrierte L6sung auf ein még- 
lichst geringes Volumen eingedampft und mit tiberschtissigem 
Ather gefiillt. Der griinliche Niederschlag wurde auf einem 
Filter gesammelt. Da die Substanz auf dem Filter zusammen- 
backte und Risse bildete, so dafi sie sich nicht gut auswaschen 
lie}, so wurde sie mitsamt dem Filter zuniachst an der Luft 
und dann im Vakuum getrocknet. Sie sah noch griin aus und 
war noch sehr hygroskopisch. Das atherische Filtrat wurde 
eingedampft und der fettige, klebrige und hygroskopische Riick- 
stand qualitativ untersucht. Es enthielt kleine Mengen Seife, 


') Siehe weiter unten S. 394 u. Anmerk. 1, daselbst. 
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reagierte spurenweise auf Cholesterin; aber nicht auf Gallen- 
siure. Der Niederschlag nebst Filter wurden dann mit abso- 
lutem Alkohol erschépfend extrahiert, der Extrakt eingeengt, 
wiederum mit Ather gefiillt und nach 2 bis 3-stiindigem Stehen 
die nunmehr wesentlich hellere Substanz abfiltriert. In obiger 
Weise getrocknet, wurde sie — da sie noch etwas hygros- 
kopisch war — wiederum wie vorher mit Alkohol und Ather 
behandelt. Diese Prozedur wurde viermal wiederholt. Nach 
der vierten Fiillung wurden die weifien sehr voluminésen 
Flocken auf einem bei 110° C. getrockneten und gewogenen 
Filter gesammelt, mit Ather gut ausgewaschen und auf dem 
Filter erst an der Luft und dann bei 105° C. bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. 

0,3066 g der wasserfreien Ochsengalle lieferten dabei 
0,1890 g = 61,64°/o gallensaurer Salze. 

Simtliche atherische Filtrate wurden, wie das erste, jedes 
fiir sich eingedampft, die (zuletzt sehr geringen) Riickstande 
auf Gallensiuren gepriift und ergaben stets negative Resultate. 
Diese Riickstiinde wurden auch teilweise in Eisessiglésung mit 
Benzoylsuperoxyd oxydiert; gaben aber auf Zusatz von Schwefel- 
siiure keine Oxycholesterinreaktionen. Auf Zusatz von Eisen- 
chlorid firbten sich diese Reaktionsgemische mitunter schwach 
braunrotlich und zeigten im Spektrum Spuren der Lif- 
schutzschen Oleinreaktion;!) namentlich in der unteren 
Schicht nach dem Durchschiitteln des Reaktionsgemisches 
mit Chloroform. 

Bei allen diesen Manipulationen waren also nachweisbare 
Spuren von Gallensiuren nicht verloren gegangen; wohl aber 
diirften die wiederholten Umfallungen mit iiberschiissigem Ather 
aus den alkoholischen Lésungen: die in der vorgereinigten 
Galle noch verbliebenen Verunreinigungen — bis auf geringe 
Spuren — beseitigt haben. 

Die Zusammenfassung der oben angedeuteten gewichts- 
analytischen Daten ergibt — hinsichtlich des Cholsiuregehaltes 
der wasserfreien Ochsengalle —- folgendes Resultat: 





*) Vgl. Diese Zeitschr., Bd. 56, S. 446 ff. (1908), sowie Hammarstens 
Lehrb. d. physiol. Chem. 7. Aufl. (1910), S. 226. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCII. 27 
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100 Teile der Trockengalle gaben: 
Galieneunsg Bales. ck we ee mK A Ee a ee . 61,64 Teile. 
Zieht man hiervon die ermittelten 1,26 Tle. K-+- 4,96 Tle. Na == 6,22 » 


ab, so verbleiben fiir die freien Saéurepaarlinge:. . . 55,42 Teile. 





Hiervon miissen abgezogen werden: 
Differenz zwischen Taurocholsaure ') 





und Cholsiure mit: . . . . 6,71 Teilen; 
Differenz zwischen Glykocholsaure 
und Cholsiure mit: . .. . 2,83  » zusammen: 9,54 » 





Es bleiben dann fiir reine und wasserfreie Cholséure: 45,88 Teile. 


Die auffallende Ubereinstimmung dieser gewichtsmifig 
gewonnenen Zahl mit der unter IA im proportionalen Ver- 
hiltnis zu der unter IB spektralanalytisch vermittels der 
Oxycholesterin-Reaktion erhaltenen Zahl (46,20°/o) diirfte 
wohl kaum einen Zweifel dariiber hinterlassen, dai der ge- 
samte N-frei Gallenséiuregehalt der Galle tatsachlich 
in genetischem Zusammenhang mit dem Cholesterin 


stehen muB. 


Eine weitere nicht minder interessante Folge dieser ver- 
gleichenden Untersuchung diirfte auch sein, daf sie einen be- 
quemen Weg erschliebt: 
zur quantitativen Ermittelung des Cholsauregehaltes 

der Galle. 

Angesichts der Schwierigkeiten und der langwierigen und 
zeitraubenden Arbeit, welche die bisherigen Verfahren zur 
Bestimmung der Gallenséuren, — selbst bei gréferer analy- 
tischer Geschicklichkeit, — beanspruchen, diirfte es der Miihe 
Wert erscheinen, diesen Gedanken einer Verwertung der 
Oxycholesterinreaktion der Cholsaure fiir die quantitative Er- 
mittelung der letzteren, auch in weiteren Fachkreisen zu priifen 
und weiter zu verfolgen. Hierzu kommt noch der beachtens- 
werte Umstand, daf — fiir nicht geiibte Spektroskopiker — 
hier nichts im Wege steht, die in Rede stehende, intensiv 





‘) Aus der oben erwihnten Schwefelbestimmung berechnet sich 
der Taurocholséuregehalt zu 32,26°/o. Dieser Betrag von den 55,42°/o der 
Gesamtsiuren abgezogen, ergibt fiir die Glykocholséure: 23,16°/o. (Vgl. 
oben S. 392). 
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und echt griine Farbreaktion der Gallensiiuren mit Essig- 
schwefelsiiure und Eisenchlorid mit gutem Erfolg auch kolori- 
metrisch zu messen, um den Cholsiiuregehalt in Gallen- 
fliissigkeiten zu ermitteln, etwa in der Art, wie jetzt vielfach die 
gleichfarbige Liebermannsche Cholastolreaktion benutzt wird, 
um Cholesterin quantitativ zu bestimmen. Es gibt némlich, wie 
gesagt, in der Galle keine anderen Substanzen, die, nach ihrer 
sie vollig entfiirbenden Oxydation mit dem Peroxyd, durch 
H,SO, und Fe,Cl, das Reaktionsgemisch griin firben. 

Ubrigens ist in diesem Falle selbst die spektroskopische 
Arbeit so gering, und die Beobachtungen und deren Ausfiih- 
rungen so einfach, da sie fast gar keinerlei Ubung bediirfen. 
Die Methodik wie die Technik bei der quantitativen Fixierung 
einer «minimalen Spektralabsorption», wie sie oben geschildert 
wurde, sind keine wesentlich anderen als diejenigen, welche 
z. B. bei der qualitativen spektroskopischen Priifung des Blutes 
zur Anwendung gelangen. 

Aber gleichviel, ob man diese fiir Gallensiiuren neue 
Farbreaktion fiir Gallenuntersuchungen spektroskopisch oder 
kolorimetrisch verwendet: in beiden Fiillen beansprucht eine 
solche Gallenanalyse, wenn es sich z. B. um direkte Gallen- 
untersuchungen handelt, mit allen Vorarbeiten noch keine 
ganze Stunde, von der die Ausfiihrung der eigentlichen Farb- 
reaktion bei gewOhnlicher Zimmertemperatur und deren 
Messungen nur wenige Minuten einnehmen. 


Itt. 


Zur Kenntnis der Oxycholesterinreaktion der 
Gallensiuren. 


Unterliegt auch die Identitiét der durch Oxydation bei 
den Gallensaiuren hervorgerufenen Essigschwefelsdure- 
Reaktion in ihren Farben und Spektralerscheinungen mit der 
gleichen Reaktion des Oxycholesterins keinem Zweifel, so 
ist es doch anderseits einleuchtend, daB zwei ihrer chemischen 
Natur nach so heterogene Stoffe, wie die Gallensiiuren und 
das Oxycholesterin es sind, auch in ihren unter gewissen Be- 
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dingungen identischen Formerscheinungen, irgendwelche unter- 
scheidende, der Verschiedenartigkeit ihrer Natur entsprechende 
Merkmale mit sich fiihren miissen. Sicherlich entstehen durch 
die Einwirkung der Essigschwefelséure in beiden Fallen: bei 
den oxydierten Gallensiiuren wie beim Oxycholesterin, analoge 
Verbindungen, welche dieselben optischen Erscheinungen an 
den Tag legen. Nun sind aber beide genannten Muttersubstanzen 
dieser farbigen Verbindungen in ihrem Verhalten zu Lésungs- 
mitteln bekanntlich so auSerordentlich verschieden, daB man 
von vornherein veranlaBt sein mu, diese Verschiedenheit auch 
bei ihren in Rede stehenden farbigen Derivaten anzunehmen. 

In der Tat trat diese vorausgesehene Verschiedenheit 
schon bei den ersten vergleichenden Studien der beiderseitigen 
gleichfarbigen Reaktionsgemische in Erscheinung: 

1. Bekanntlich laBt sich das Cholesterin in Eisessig- 
ldsung schon durch einmaliges Aufkochen mit dem gleichen 
Gewicht Benzoylsuperoxyd in Oxycholesterin tiberfiihren,') 
so daf diese oxydierte Liésung auf Zusatz von einigen Tropfen 
H,SO, bezw. eines darauf folgenden Tropfens Eisenchloridlésung 
dieselben Farb- und Spektralreaktionen gibt, wie die Eisessig- 
losung des reinen Oxycholesterins. Schiittelt man diese 
farbigen Reaktionsldsungen mit etwa dem gleichen Volumen 
Chloroform, so geht der intensiv blau-violette resp. griine 
Farbstoff nach der Klaérung des Gemisches quantitativ in 
die obere Schicht tiber. Die untere Schicht ist dann nur 
mehr oder minder schwach gelb oder braungelb mit griinlicher 
Fluoreszenz gefarbt und zeigt auch keines der Oxycholesterin- 
spektren. 

2. Fiihrt man diese Reaktion unter genau denselben Be- 
dingungen mit reiner Cholsiure oder auch mit der gut ein- 
gedickten Rohgalle aus?) und schiittelt das mit der obigen 


'‘) Siehe Hammarstens Lehrb. d. Physiol. Chem., 7. Aufl., 1910, 
S. 418 und 419. 

*) Einige Milligramme Cholesterin oder Cholsiure oder Galle 
werden in 2 ccm Eisessig gelést und bei gelinder Wairme einige Kérnchen 
Benzoylsuperoxyd in die Lésung eingetragen. Ist auch dies geldst, so 
wird die Lisung 1 bis 2mal aufgekocht und schnell abgekiihlt. Die Lé- 
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Reaktion gleichfarbige Reaktionsgemisch mit Chloroform durch, 
so geht der gleiche Farbstoff hier in die untere Schicht, 
wihrend die obere Schicht vollstandig farblos bleibt. 

3. Ruft man diese Reaktion in der Eisessiglésung eines 
Gemisches von Cholséiure und Cholesterin hervor und 
schiittelt die stark gefiirbte Lésung mit Chloroform durch, so 


erscheinen — nach der Trennung — beide Schichten gleich 
gefiirbt: die obere — vom Oxycholesterin, und die untere — 


von der Cholsiure. NaturgemiifS sind die Intensitiiten der 
Farben abhiingig von dem jeweiligen Substanzgehalt der ent- 
sprechenden Schichten. 

Gerade dieses Gemisch, wo das farbige Reaktionsprodukt 
des Oxycholesterins (obere Schicht) vom gleichfarbigen Produkt 
der Gallensaéuren (untere Schicht) scharf getrennt ist, labt sich 
dazu benutzen, um sich von der spektroskopischen Identitit 
der Produkte zu tiberzeugen. Spannt man niimlich das Reagenz- 
glas, in dem die Reaktion vorgenommen wurde, nach dem 
Zusatz eines Tropfens Eisenchloridlésung, wo beide Schichten 
echt griin geworden sind, vor das Spektroskop und stellt es 
vor der Lampenlichtquelle so ein, dafi die Trennungsfliche 
der beiden griinen Schichten als feine horizontale Linie etwa 
die Mitte des Spektrums trifft und so alle Farbenfelder des 
letzteren durchschneidet, so merkt man — bei passender Ver- 
diinnung der beiden Schichten —-, daB der Absorptionsstreifen 
zwischen den Frauenhofferschen Linien C und d der einen 
Schicht nichts anderes ist, als die genaue und gerade Fort- 
setzung des gleichen Streifens der anderen Schicht. Sind die 
beiden Schichten gleich stark gefiirbt, so fallen im Spektrum 
beide Absorptionen in einen homogenen Streifen zusammen. 

Dieser sehr charakteristische Unterschied zwischen der 
Kssigschwefelsiiure-Reaktion des Oxycholesterins und der gleichen 
Reaktion der Galienséiuren, dem, wie gesagt, die Léslichkeits- 
unterschiede der beiden farbigen Reaktionsprodukte in den 


sung wird dann mit 1 ccm Chloroform vermischt und’8 bis 10 Tropfen 
H,SO, hinzugesetzt, worauf die Farbreaktion ihre Ent-vicklung beginnt. 
Bei diesen vergleichenden Versuchen miissen alle diese Mischungsver- 
haltnisse innegehalten werden. 
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betreffenden Lésungsmitteln zu Grunde liegen, laBt sich mit 
Vorteil dazu benutzen, um die Gallensaéuren in tierischen 
Stoffen auch neben den eigentlichen Cholesterinstoffen, die 
fiir sich oder nach ihrer Oxydation gleichfalls die Essigschwefel- 
siiure-Reaktion geben, mit Sicherheit zu erkennen. Schiittelt 
man niimlich das nach obigen Angaben hergestellte farbige 
Reaktionsgemisch mit Chloroform durch, so ist nach der Tren- 
nung der Schichten in Abwesenheit von Cholesterinstoffen die 
obere Schicht vollig farblos, ist sie aber gefarbt und zeigt das 
Absorptionsspektrum des Oxycholesterins, so kann mit Sicher- 
heit auf die Anwesenheit von Cholesterinstoffen in der zu 
untersuchenden Substanz geschlossen werden. 

Um Irrtiimer auszuschliefen, empfiehlt es sich, ein 
Prébchen der obern Schicht, die mitunter Trépfchen der un- 
teren Schicht suspendiert enthilt und so gleichfalls etwas farbig 
erscheint, durch ein kleines Filter zu filtrieren. In Abwesen- 
heit von Cholesterinstoffen ist die klare Lésung vollig farb- 
los; im Gegenfalle — auch wenn das Filtrat mibfarbig er- 
scheint — lift sich die Gegenwart von Cholesterinstoffen durch 
das Spektrum des Oxycholesterins auBer Zweifel setzen. 

Auf diese Weise konnte auch festgestellt werden, dafh 
— bei den oben unter IA wiedergegebenen Spektralanalysen 
der Ochsengalle — der geringe Cholesteringehalt der letzteren 
in merklichem Grade an den dortigen Oxycholesterin-Reaktionen 
nicht beteiligt war!) und infolgedessen auf das Resultat jener 
Analysen von keinem Einflu® sein konnte. 


Schlubsitze: 


1. Wie aus dieser und der vorhergehenden Mitteilung ?) 
hervorgeht, ist die Farbreaktion, die bei der Cholsaéure oder 
der eingedickten Galle nach der Oxydation ihrer Eisessigldsungen 
durch konzentrierteSchwefelsaure (Essigschwefelsadure-Reaktion) 
hervorgerufen werden kann, in ihren Farben und Absorptions- 
spekteren identisch mit der gleichen Reaktion des Oxycho- 
lesterins. 


3 Vergl. oben, S. 390, Anmerkung 1. 
*) Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 322 (1914). 
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2. Diese Farbreaktion ist aufer beim Oxycholesterin und 
seinen Derivaten — unmittelbar — bei keinem anderen tie- 
rischen Stoff einschlieBlich des Cholesterins anzutreffen. Beim 
letzteren (wie bei den Gallensiuren), kann sie nur nach der 
Oxydation, also nach Uberfiihrung in Oxycholesterin (respek- 
tive in ein Derivat desselben), hervorgerufen werden.) Hier- 
aus folgt der genetische Zusammenhang der Gallen- 
siiuren mit dem Cholesterin. 

3. Wie beim Oxycholesterin, so ist auch bei den Gallen- 
siiuren die Intensitét der Farben und der Spektren der nach 
ihrer Oxydation hervorgerufenen Essigschwefelsiure-Reaktion 
direkt proportional dem jeweiligen Gehalt des Reaktionsgemisches 
an den genannten Substanzen.?) Diese Reaktion kann daher, 
durch entsprechende Messungen ihrer Farbenintensitit (kolo- 
rimetrisch) oder ihrer Spektralintensitiét (spektrometrisch) 
wie oben nachgewiesen, auch hier zu Ermittelungen des quan- 
titativen Gehalts der Gallenfliissigkeiten an Gallensaéuren dienen. 

4, Am einfachsten lassen sich — hinsichtlich der Spektral- 
analyse — diese Messungen verwerten: durch Ermittelung der 
«minimalen Spektralabsorptionen» einerseits der zu 
untersuchenden Gallensubstanz und anderseits der reinen Chol- 
siiure. Aus dem proportionalen Verhiiltnis dieser beiden Er- 
mittelungen ergibt sich der Gehalt der Gallensubstanz an den 
N- resp. S-freien Komponenten (Cholsiéuren) der Gallensaure- 
paarlinge (s. oben 8. 390). 

Dd. ZahlenmiBig kommt die «minimale Spektral- 
absorption» durch denjenigen Prozentgehalt des far- 
bigen Reaktionsgemisches an der betreffenden Substanz zum 
Ausdruck, bei welchem das Spektralbild des Gemisches — 
nach dessen entsprechender Verdiinnung mit einem genau ge- 
messenen farblosen Mittel —- eben noch deutlich wahrnehmbar 
ist, so daf es bei weiterer geringfiigiger Verdiinnung aus 





*) «Berichte», Bd. 41, S. 252 (1908) und Bd. 47, S. 1459 (1914). 

*) S. Bioch. Zeitschr. Bd. 62, S. 219 (1914) und die dort zitierten 
Stellen. Auch hier bestatigt sich dies, wenn man verschiedene Analysen 
mit Lésungen von verschiedenem Substanzgehalt vornimmt: Man erhilt 
dann stets die gleichen Zahlenwerte. (S. obige Spektralanalysen S, 387 u. 389). 
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dem betreffenden Spektralfeld verschwindet. Wie oben ge- 
zeigt, liBt sich dieser Punkt mit befriedigender Genauigkeit 
sehr wohl fixieren. 

6. Auf diese Weise konnte oben der Beweis gefiihrt 
werden, dab die Cholséuren nicht nur teilweise, sondern auch 
in ihrer Gesamtheit quantitativ als Abbauprodukte des Cho- 
lesterins angesprochen werden diirfen. Und zwar: weil das 
proportionale Verhiltnis der Oxycholesterinreaktion der 
rohen Galle zu der gleichen Reaktion der reinen Cholsiéure 
fiir eine etwaige anderweitige Herkunft der N- und S-freien 
Komponenten der Gallenséiuren keinen Raum iibrig labt. 

7. Das Instrument, mit dem die obigen Spektralanalysen 
ausgefiihrt wurden, ist das bekannte Spektroskop mit gerader 
Durchsicht (Dreiprismenkérper). Als Lichtquelle diente ein Gliih- 
koérper von ca. 100 H.-K. Das Verdiinnungsgefaé8, durch welches 
das Absorptionsspektrum beobachtet wurde, war 18 mm weit. 

8. Die fiir die Hervorrufung der farbigen Oxycho- 
lesterin-Reaktion dienende Essigschwefelséure laBt sich 
vorriitig halten. Sie besteht aus 1 Volumen konzentrierter 
Schwefelsiiure und 10 Volumen Eisessig, ist — wenn Gefife 
und Reagenzien rein sind — vé6llig farblos und unbegrenzt 
haltbar. 

Die Eisenchlorid-Kisessigldsung ist zweiprozentig und 
ebenfalls unbegrenzt haltbar, so daf auch sie vorratig gehalten 
werden kann. Zur Hervorrufung der griinen Farbe der Re- 
aktion darf — namentlich fiir Gallenlbsungen — nicht mehr 
als 1 Tropfen der Eisenlédsung verwendet werden. 

9. Die in angegebener Weise hergestellten oxydierten 
Cholsiure- resp. Gallenl6sungen in Eisessig, halten sich recht 
lange, so dafi sie selbst nach wochenlanger Aufbewahrung 
ihre Reaktionsintensitaét in merklichem Grade nicht einzubiiBen 
pflegen. 

10. Es empfiehlt sich die Eisessiglésungen der Galle wie 
der Cholsdure fiir die obigen Spektralanalyse in nicht sehr 
konzentriertem Zustande zu verwenden, damit sie fiir die 
quantitativ zu messende Verdiinnung bis zur minimalen Spektral- 
absorption nicht zu grofe Mengen Eisessig beanspruchen. 
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Die geeignete Konzentration fiir Gallenlésungen ist die 
2°/oige und fiir L6sungen der reinen Cholsiure, die 1°/oige.?) 
Die fiir die Oxydation geeigneten Verhiiltnisse zwischen diesen 
Substanzen und dem Benzoylsuperoxyd sind: Auf 1 Teil Galle 
1,4 Teile und auf 1 Teil Cholsiure 1 Teil des Peroxyds. — 
Im iibrigen gelten fiir beide Operationen die oben unter I A 
und I B empfohlenen Handhabungen. (siehe oben S. 335. S. 389.) 

11. Die in Rede stehenden messenden Verdiinnungen 
der farbigen Lésungen behufs Feststellung der minimalen 
Spektralabsorptionen oder die etwaigen kolorimetrischen 
Messungen miissen sofort nach dem Zusatz des Eisen- 
chlorids vorgenommen werden. Ks ist daher zweckmibig 
— da man stets einige Kubikzentimeter der Gallenlisung zur 
Verfiigung hat und nur 1 ccm fiir je eine Analyse braucht — 
dafi man zundicht eine Messung zur Orientierung ausfiihrt, 
um zu erfahren, wieviel man z. B. zur Verdiinnung vom L6- 
sungsmittel verbrauchen muf, um zum Ziele zu gelangen. Die 
weiteren Analysen kOnnen daher umso rascher und genauer 
von statten gehen. 


Hamburg, im Juli 1914. 

‘) Gemeint sind: die nach dem obigem Verfahren fiir die Spektral- 
analyse fertiggestellten Eisessigl6sungen vor ihrer Verdiinnung 
mit Chloroform. 

















Uber Alkoholgarung. 
VII. Mitteilung. 
Die Verarbeitung von Acetaldehyd durch Hefe bei ver- 
schiedenen Verhaltnissen. 
Von 


S. Kostytschew. 


(Aus dem Zymotechnischen Laboratorium des Technologischen Instituts in St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27, Juli 1914.) 


In der VI. Mitteilung habe ich dargetan, dafi bei der 
Verarbeitung von Acetaldehyd durch lebende Prefhefe iiqui- 
molekulare Mengen von Athylalkohol und Essigsiure ent- 
stehen.!) Der gesamte Vorgang ist also in diesem Falle nichts 
anders, als die sogenannte Cannizzarosche Reaktion, die in 
der tierischen Biochemie bereits von Batelli und Stern?) 
und J. Parnas®) besprochen wurde, und jetzt also auch bei 
Pflanzen aufgefunden worden war. 

Die Veranlassung zu diesen meinen Untersuchungen 
lieferte folgender Befund: bei meinen noch nicht verd6ffent- 
lichten Untersuchungen tiber die Zymasegiirung unter Zusatz 
von Zinkchlorid habe ich bemerkt, daf in diesem Falle neben 
Acetaldehyd auch verhaltnismabig betrachtliche Mengen von 
Essigsiiure und zwar sowohl bei Sauerstoffzutritt, als bei 
Sauerstoffabschlu8 entstehen. Es lag die Annahme nahe, dab 
Essigsiiure durch eine weitere Verarbeitung von Acetaldehyd 
durch Hefefermente gebildet war; bereits damals habe ich 
jedoch Hinweisungen darauf bekommen, dai diese Art der 
Aldehydverarbeitung nicht immer zustande kommt, was auch 





') S. Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 89, S. 367 (1914). 

2) Batelli und Stern, Biochem. Zeitschr., Bd. 28, S. 145 (1910), 
‘) Parnas, Biochem. Zeitschr., Bd. 28, S. 274 (1910); J. Parnas 
und J, Baer, Biochem. Zeitschrift, Bd. 41, S. 386 (1912). 
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spiterhin durch direkte quantitative Bestimmungen bestiitigt 
wurde. 

Zunichst ergab es sich, dafSi Dauerhefe den Acet- 
aldehyd tiberhaupt nur unter geringer Bildung von Essigsiiure 
verarbeitet. Dies wird durch folgende Versuche erliiutert: 


Versuch I. 


Zwei Portionen A und B zu je 125 g Hefanol, 200 ecm 
Wasser und 20 ccm Toluol. Die Portion B wurde auferdem 
mit 1 g reinem Acetaldehyd (Siedepunkt 21°) versetzt. Luft- 
abschlu8. Versuchsdauer 24 Stunden. 


Alkoholbestimmungen. 


Von je einer Portion wurden 600 ccm genommen, mit 
Natronlauge neutral gemacht und davon 250 ccm abdestilliert. 
Das Destillat von A zeigte keine Aldehydreaktionen und wurde 
direkt fiir die Alkoholbestimmung nach Nicloux!) verwendet. 
Das Destillat von B zeigte scharfe Aldehydreaktionen und 
wurde nach der neuerdings von mir beschriebenen Methode 
durch Destillation tiber Bisulfit im Vakuum?) von Aldehyd ge- 
reinigt, dann ebenfalls ftir die Alkoholbestimmung verwendet. 


A. 25 ccm Destillat und 25 ccm Wasser. 5 ccm dieser Mischung verbrauchten 
2,0 ccm Bichromatlésung. Alkohol = 2, 2, 1,5, 0,25, 0,7938 = 1,191 g. 
B. 25 ccm Destillat und 50 ccm Wasser. 5 ccm dieser Mischung verbrauchten 
1,65 ccm Bichromatlésung, Alkohol = 1,65, 3, 1,5, 0,25. 0,7938 = 1,473 g. 
Die Mehrproduktion von B ist gleich 0,282 g. 


Siurebestimmungen. 


Die Riickstiinde von der Alkoholdestillation wurden erst 
bei neutraler Reaktion, dann nach Zusatz von je 6 g Wein- 
saure destilliert, die sauren Destillate mit '/,n-Natronlauge 
titriert, eingedampft, mit Chromsiuremischung am Riickflul- 
kiihler gekocht (um die etwa vorhandene Ameisensiiure zu 
zersetzen), wiederum mit Wasserdampf destilliert, die Destillate 
eingeengt und zur Darstellung von Silbersalz verwendet. 





') M. Nicloux, Bulletin de la soc. chimique, Bd. 35, 5. 330 (1906). 
*) S. Kostytschew, Biochem. Zeitschr., Bd. 60 (1914). 
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A. Das Destillat verbrauchte folgende Mengen von ‘'/: n-Natronlauge : 

Vor dem Kochen mit Chromsauremischung 15,5 ccm 

Nach ,, ™ m a 15,4 ,, 
Essigsdure 0,693 g. 

B. Das Destillat verbrauchte folgende Mengen von ‘'/:n-Natronlauge. 
Vor dem Kochen mit Chromsiéuremischung 17,2 ccm 
Nach >» > > > 17,1 >» 
Essigsiure = 0,769 g. 

Die Silberbestimmungen ergaben, da die Essigsaéure in 
beiden Portionen nicht ganz rein war. 

A. 0,2653 g Silbersalz gaben 0,1687 g Ag. 
Berechnet fiir Silberacetat. . . Ag = 64,64°/o 
Gefunden. . . 6s se ceee > == 63,59°/o 

B. 0,2542 g Silbersalz gaben 0,1617 g Ag 
Berechnet fiir Silberacetat. . . Ag = 64,64 °/o 
Gefunden. ..... oe eo « > =e GBGI% 

Wenn wir sogar annehmen, daf der gesamte Uberschu8 
von Essigsiure der Portion B einzig und allein durch die 
Cannizzarosche Reaktion gebildet wurde, so abt es sich 
hieraus berechnen, da’ héchstens nur 0,058 g oder rund 21°/o 
des tiberschiissigen Alkohols von B nach Cannizzaro ent- 
standen sind; die iibrigen 0,224 g oder 79°/o wurden 
durch anderweitige Umwandlung von Acetaldehyd 
erzeugt. 

Versuch 2. 

Zwei Portionen A und B zu je 100g Hefanol, 21 aus- 
gekochtem Wasser und 20 cem Toluol. Die Portion B wurde 
auferdem mit 2 g Acetaldehyd (Siedepunkt 21°) versetzt. Luft- 


5 


abschluf}. Versuchsdauer 48 Stunden. 


Alkoholbestimmungen. 


Von je einer Portion wurde 11 Fliissigkeit genommen, 
mit Natronlauge neutral gemacht und davon je 375 ccm ab- 
destilliert. Das Destillat von B wurde mittels der Bisulfit- 
methode vom iiberschiissigen Aldehyd gereinigt. 

A. 5 ccm Destillat verbrauchten 1,3 ccm Bichromatlésung. 

Alkohol 0,774 g. 
B. 5 ccm Destillat verbrauchten 1,8 ccm Bichromatlésung. 
Alkohol 1,072 g. 
Die Mehrproduktion von B ist gleich 0,298 g. 
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Siurebestimmungen. 
Die Riickstiinde von der Alkoholdestillation wurden auf 
dieselbe Weise weiter verarbeitet, wie im vorstehenden Ver- 





suche. 
A. Das Destillat verbrauchte folgende Mengen von '/:-n-Natronlauge. 


Vor dem Kochen mit Chromsauremischung 12,6 ccm 
Nach » > > > 12,6 » 
Essigsiure 0,756 g. 
B. Das Destillat verbrauchte folgende Mengen von '‘/s-n-Natronlauge. 
Vor dem Kochen mit Chromsiéuremischung 14,7 ccm 
Nach » > » » 14,6 >» 
Essigsiure 0,876 g. 
Die Mehrproduktion von B ist gleich 0,120 g. 
B. Die Silberbestimmung ergab folgendes Resultat: 
0,2979 g Silbersalz gaben 0,1900 g Ag. 
Berechnet fiir Silberacetat . . . Ag = 64,64°/o 
Gefunden. ...... eee e 8 ae 63,78% 
Auch in diesem Falle war also die Essigsiure nicht voll- 


kommen rein. 

Die Berechnung zeigt, daf durch die Cannizzarosche 
Reaktion héchstens nur 92 mg oder 31°/o der Gesamtmenge des 
aus Acetaldehyd entstandenen Alkohols gebildet werden kénnten. 

Folgender Versuch wurde mit «Trockenhefe nach v. Le- 


bedew>» ausgefiihrt. 





Versuch 3. 


2 Portionen A und B zu je 100 g Trockenhefe, 21 aus- 
gekochtem Wasser und 20 ccm Toluol. Die Portion B wurde 
auBerdem mit 2 g reinem Acetaldehyd versetzt. LuftabschluB. 
Versuchsdauer 48 Stunden. 


Alkoholbestimmungen. 
Von je einer Portion wurde 11 Fliissigkeit genommen, 
neutral gemacht und davon je 350 ccm abdestilliert. Das 
Destillat von B wurde nach der Bisulfitmethode gereinigt. 


A. 5 ccm Destillat verbrauchten 1,35 ccm Bichromatlésung. 
Alkohol 0,750 g. 
B. 20 ccm Destillat und 10 cem Wasser. 
5 » Mischung verbrauchten 1,65 ccm Bichromatlésung. 
Alkohol 1,375 g. 
Die Mehrproduktion von B ist gleich 0,625 g. 
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Siurebestimmungen. 


Die Riicksténde von der Alkoholdestillation wurden auf 
dieselbe Weise weiter verarbeitet, wie im Versuche 1. Die 
von etwa vorhandener Ameisensiiure befreiten Destillate ver- 
brauchten folgende Mengen von !/2 n-Natronlauge. 

A. 10,3 ccm; Essigsiure 0,618 g. 
B. 99 » ; > 0,594 » 

Es wurde also gar keine Mehrproduktion in B_ wahr- 

genommen. Die Differenz zwischen den beiden Portionen liegt 


innerhalb der Grenzen der Versuchsfehler. 
A. Silberbestimmung. 
0.1989 g Silbersalz gaben 0,1242 g Ag. 
Berechnet fiir Silberacetat. . . Ag = 64,64°/o 
Gefunden .... - . » == 62,44% 


Die Essigsiiure war also durch Saéuren von grdferem 
Molekulargewicht deutlich verunreinigt. In diesem Versuche 
war die Gesamtmenge des aus Acetaldehyd gebildeten 
Alkohols (0,625 g) nicht nach Cannizzaro gebildet. 

Obige Versuche zeigen also ganz deutlich, dafi Hefe- 
fermente imstande sind, den Acetaldehyd nicht nach Canniz- 
zaro, sondern auf eine andere, einstweilen nicht niher zu 
priizisierende Weise zu verarbeiten. Auch die von Neuberg 
und Steenbock beschriebene Reduktion von Valeraldehyd 
durch Hefe vollzieht sich ohne eine entsprechende Bildung 
von Siiure, also ebenfalls nicht nach Cannizzaro.') 

Diese Ergebnisse haben mich veranlafit, das Wesen der 
Aldehydverarbeitung durch PreBhefe zu verandern zu suchen, 
was auch ganz leicht gelungen ist. In Gegenwart von Ameisen- 
siiure?) wird der gr6dfte Teil von Acetaldehyd ohne ent- 
sprechende Bildung von Essigsdéure reduziert, wie es aus 
folgenden Versuchen zu ersehen ist. 

Der erste Versuch soll zeigen, daf die fiir meine Ver- 
suche verwendete Hefe den Acetaldehyd unter normalen Ver- 
hiiltnissen nach Cannizzaro verarbeitet. 


‘) C. Neuberg und H.Steenbock, Biochem. Zeitschr., Bd. 52, 
S. 497 (1913). 
*) Die Konzentration der Ameisensaure soll 0,08°%o nicht tiber- 


steigen! 
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Versuch 4. 

Zwei Portionen A und B zu je 125 g Prefbhefe und 
Liter ausgekochtem Wasser. Die Portion B wurde mit 2 
reinem Acetaldehyd versetzt. Luftabschlu8, Versuchsdauer 24 
Stunden. Von je einer Portion wurden 500 ccm fiir die Al- 
koholbestimmung und 500 ccm fiir die Siurebestimmung ge- 


nommen. 


oa bk 


Alkoholbestimmungen. 


Von je einer Portion wurden 200 ccm abdestilliert. 
A. 5 ccm Destillat verbrauchten 1,5 ccm Bichromatlésung. 
Alkohol = 0,952 g. 

B. Das Destillat wurde von Aldehyd gereinigt. 
30 ccm Destillat und 15 ccm Wasser. 
5 » dieser Mischung verbrauchten 1,6 ccm Bichromatlésung. 


Alkohol = 1,524 g. 
Die Mehrproduktion von B ist gleich 0,572 g. 


Saéurebestimmungen. 
A. Das Destillat verbrauchte folgende Mengen von '/2-n-Natronlauge. 
Vor der Behandlung mit Chromsduremischung 1,8 ccm 
Nach » > > > 14 » 
Essigsdure = 0,168 g. 
B. Das Destillat verbrauchte folgende Mengen von ‘/,-n-Natronlauge. 
Vor der Behandlung mit Chromsaéuremischung 7,5 ccm 
Nach » > > » 7,0 
Essigsiure = 0,840 g. 
B. Die Silberbestimmung ergab folgendes Resultat. 
0.2777 g Silbersalz gaben 0,1791 g Ag. 
Berechnet fiir Silberacetat. . . Ag = 64,64 %o 
a ee a >» == 64,50 °/o 
Im Gegensatz zu den mit Dauerhefe ausgefihrten Ver- 
suchen war hier die Essigséure vollkommen rein. 
Die Mehrproduktion von B an Essigsiiure betrigt 0,672 g. 
Es ergibt sich hieraus, daB 90 °/o des aus Acetaldehyd gebildeten 
Alkohols nach Cannizzaro entstanden sind. Der Unterschied 


zwischen PreBhefe und Dauerhefe ist also ein schlagender. 


Versuch 5. 


Drei Portionen A, B und C zu je 125 g Prebhefe und 
1,5 1 ausgekochtem Wasser. 
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A ohne Zusitze. 

B. Zusatz von 2 g Acetaldehyd (Siedepunkt 21 °). 

C. Zusatz von 2 g Acetaldehyd und 1 g Ameisensiure. 
Luftabschlu8. Versuchsdauer 20 Stunden. 


Alkoholbestimmungen. 


Von je einer Portion wurde 11 genommen, neutral ge- 
macht und davon je 500 cem abdestilliert. Die Destillate von 
b und C wurden nach der Bisulfitmethode gereinigt. 


A. 5ccm Destillat verbrauchten 1,9 ccm Bichromatliésung. 
Alkohol 1,129 g. 
B. 20 ccm Destillat wurden mit 20 ccm Wasser versetzt. 
5 » dieser Mischung verhrauchten 1,5 ccm Bichromatlésung. 
Alkohol 1,786 g. 
C. 20 ccm Destillat wurden mit 20 ccm Wasser versetzt. 
5 ccm dieser Mischung verbrauchten 1,65 ccm Bichromatlésung. 
Alkohol 1,965 g. 
Die Mehrproduktion von B ist gleich 0,658 g. 
> » >» C » > 0,836 >» 


Sdéurebestimmungen. 


A. Das Destillat verbrauchte folgende Mengen von 1/s-n-Natronlauge. 
Vor der Behandlung mit Chromsauremischung 5,1 ccm. 
Nach > > » > 4,7 >» 
Essigséure 0,211 g. 
B. Das Destillat verbrauchte folgende Mengen von ‘'/2-n-Natronlauge. 
Vor der Behandlung mit Chromsauremischung 21,4 ccm. 
Nach » > > > 21,1 » 
Essigsiure 0,949 g. 
C. Das Destillat verbrauchte folgende Mengen von '/2-n-Natronlauge. 
Vor der Behandlung mit Chromséuremischung 34,6 ccm. 
Nach » » > > 16,4 >» 
Essigsaiure 0,738 g. 
C. Die Silberbestimmung ergab folgendes Resultat. 
0,2947 g Silbersalz gaben 0,1901 g Ag. 
Berechnet fiir Silberacetat. . . Ag = 64,64%%o 
Gefanden .- . 26+ ses. >» == 64,51 %/o 
Ameisensdure verbraucht 0,372 g. 


Berechnet man die nach Cannizzaro gebildeten Alkohol- 
mengen, so ergibt sich folgendes. 


B. Alkohol nach Cannizzaro 566 mg oder 86 °/o 
C. > > > 404 mg oder 48°%o 
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In Gegenwart von Ameisensaure wurde also nur 
etwa die Hilfte des aus Acetaldehyd hervorgegangenen 
Alkohols erzeugt. Durch Zusatz von Ameisensiiure wird 
iiberhaupt die Bildung von Alkohol aus Aldehyd gesteigert, die 
Essigsiurebildung aber gleichzeitig gehemmt. Der folgende 
Versuch ergab dasselbe Resultat; es wurde hier aber keine 
Kontrollportion ohne Aldehydzusatz eingeschaltet. 


Versuch 6. 


2 Portionen A und B zu je 100g. Prefhefe und 1,51 
Wasser. Die Portion A wurde auferdem mit 2 g reinem Acetal- 
dehyd, die Portion B mit 2 g Acetaldehyd und 1 g Ameisen- 
siiure versetzt. Luftabschluf. Versuchsdauer 20 Stunden. 


Alkoholbestimmungen. 


Von je einer Portion wurde 11 Flissigkeit genommen 
und davon je 500 ccm abdestilliert. Die Destillate wurden nach 
der Bisulfitmethode gereinigt. 

A. 20 ccm Destillat wurden mit 20 ccm Wasser versetzt. 
5 ccm dieser Mischung verbrauchten 1,35 ccm Bichromatlisung. 
Alkohol 1,608 g. 
B. 20 ccm Destillat wurden mit 20 ccm Wasser versetzt. 
5 ccm dieser Mischung verbrauchten 1,6 ccm Bichromailéisung. 
Alkohol 1,905 g. 

In Gegenwart von Ameisensidure wurde wiederum 

ein Uberschu8 von etwa 0,3 ¢ Alkohol gebildet. 


Sdiurebestimmungen. 


Die Destillate verbrauchten folgende Mengen von !/2-n- 
Natronlauge. 


A. Vor der Behandlung mit Chromsduremischung 19,6 ccm. 
Nach > > > > 19,6 » 
Essigsdure 0,882 g. 

B. Vor der Behandlung mit Chromsiuremischung 36,2 ccm. 
Nach >» > > > 16,6 > 


Essigsaure 0,747 g. 
In Gegenwart von Ameisensiiure war die Essigsiure- 
bildung um 0,135 g geringer als in der Kontrollportion. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XCII. 28 
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Silberbestimmungen. 
A. 0,3125 g Silbersalz gaben 0,2020 g Ag 
B. 0,33847g >» > 0,2156> >» 
Berechnet fiir Silberacetat: Ag = 64,64°/o 
Gefunden: Rk a em > = 64,64°%o 
osu s+ » == 64,41°/o 
In der Portion B wurde ein Ameisensdéureverbrauch gleich 
0,550 g wahrgenommen. 
Bei der Betrachtung der alteren Versuchsergebnisse von 
S. Kostytschew und E. Hitbbenet!) vergewissert man sich 
davon, daf wir schon damals eine Steigerung der Alkohol- 
bildung aus Acetaldehyd durch lebende Prefhefe in Gegen- 
wart von Ameisenséure zu verzeichnen hatten. Beachtenswert 
ist der Umstand, dafi nur die freie Ameisenséure diese Wir-. 
kung ausiibt; durch neutrale Formiate wird das Wesen der 
Aldehydverarbeitung nicht verandert, obschon hierbei ebenfalls 
ein Verbrauch von Ameisensiure stattfindet. Dies ist aus 


folgendem Versuche zu ersehen. 


Versuch 7. 
Drei Portionen A, B und C zu je 125 g Prebhefe, 1,5 | 
Wasser und 2 g Acetaldehyd (Siedepunkt 21°). 


A. Ohne weitere Zusatze. 

B. Zusatz von 1 g Ameisensdure. 

C. Zusatz von 2,0006 g reinem Natriumformiat. 
Luftabschluf. Versuchsdauer 40 Stunden. 


Alkoholbestimmun gen. 


Von je einer Portion wurde 11 genommen, neutral ge- 
macht und davon je 500 cem abdestilliert. Die Destillate wurden 
nach der Bisulfitmethode gereinigt. 

A. 20 ccm Destillat wurden mit 10 ccm Wasser versetzt. 
5cem dieser Mischung verbrauchten 2,0 ccm Bichromatlisung. 
Alkohol 1,785 g. 
B. 10 ccm Destillat wurden mit 15 ccm Wasser versetzt. 


5 cem dieser Mischung verbrauchten 1,7 ccm Bichromatlésung. 
Alkohol 2,530 g. 


‘) S. Kostytschew und E. Hiibbenet, Dies. Zeitschr. Bd. 79, 
5. 366 (1912). 
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C. 20 cem Destillat wurden mit 10 ccm Wasser versetzt. 
5 cem dieser Mischung verbrauchten 1,9 ccm Bichromatlésung. 
Alkohol 1,696 g. 


Siiurenbestimmungen. 
Die Destillate verbrauchten folgende Mengen von !/2-n- 


Natronlauge. 
A. Vor der Behandlung mit Chromsduremischung 19,5 cem 
Nach >» > > > 19,3 >» 


Essigsdure 0,868 g. 
Die Silberbestimmung ergab folgendes Resultat: 
0,3124 g Silbersalz gaben 0,2016 g Ag. 
Berechnet fiir Silberacetat . . . Ag = 64,64°/o 


Gefanden. . .« «© ee eee es »  GEOB% 
B. Vor der Behandlung mit Chromséuremischung 37,6 ccm 
Nach » > > > 21,1 >» 


Essigsaéure 0,949 g. 
Die Silberbestimmung ergab folgendes Resultat: 
0.5330 g Silbersalz gaben 0,2153 g Ag. 
Berechnet fiir Silberacetat . . . Ag = 64,64°o 


Gefunden. ...+-+ee-e-ee« » =e 64.65% 
C. Vor der Behandlung mit Chromsauremischung 50,8 ccm 
Nach » : > > 18,6 >» 


Essigsaure 0,837 g. 

Die Silberbestimmung ergab folgendes Resultat: 
0.2826 g Silbersalz gaben 0,1825 g Ag. 
Berechnet fiir Silberacetat . . . Ag == 64,64°/o 
Celene 5 «ae eS esi >_ = 64,58 °/o 
Ameisenséureverbrauch. 

B. 0,432 g. C. 1,111 g. 


Es ergab sich also, dafi Ameisensiure das Wesen der 
Aldehydverarbeitung durch Hefe verindert; der Mechanismus 
der Ameisensiiurewirrung ist aber nicht recht begreiflich. 
Kinerseits kénnte hier die saure Reaktion des Milieus von 
Bedeutung sein, andererseits ist die Méglichkeit einer direkten 
Reduktionswirkung der Ameisensiure, etwa nach dem Schema 
von Schade,') nicht ausgeschlossen. Da aber die Ameisen- 
siure auch bei Abwesenheit von Acetaldehyd durch Hefe ver- 
arbeitet wird, wie es aus den Versuchen von Franzen und 


') Schade, Zeitschr. f. physikal. Chemie, Bd. 57, S. 1 (1907). 
28* 
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Steppuhn!) zu ersehen ist, so kann die Frage nach der re- 
duzierenden Wirkung der Ameisensaéure zurzeit nicht end- 
giiltig gelést werden. Auch im letzten Versuche wurde eine 
groBere Menge von Ameisenséure in dem Falle verbraucht, 
wo das Wesen der Aldehydverarbeitung nicht verandert wurde. 
Nicht ganz ohne Interesse scheint der Umstand zu sein, dah 
in Gegenwart von Zinkchlorid neben Acetaldehyd auch eine 
geringe Menge von Ameisensiure gebildet wird. Bei der Be- 
urteilung der nachstehenden Versuchsergebnisse muf man stets 
im Auge behalten, da8B in Gegenwart von Zinkchlorid die 
Energie der Zuckervergiirung 6—10 Mal geringer ist, als bei 
normalen Verhialtnissen.?) 
Versuch 8. 

Zwei Portionen A und B zu je 100g «Trockenhefe nach 
v. Lebedew», 100 g Rohrzucker, 500 cem Wasser und 20 ccm 
Toluol. Portion B wurde auferdem mit 3,5 g Zinkchlorid ver- 
setzt. Dauer der Girung 5 Tage (eine herausgenommene Probe 
zeigte jedoch, dai in A die gesamte Zuckermenge bereits nach 
2 Tagen vergoren worden war). 

Von je einer Portion wurden je 250 ccm fiir die Be- 
stimmung von Ameisensiure nach Franzen und Greve’) 
genommen. Die Fliissigkeit wurde erst bei neutraler Reaktion, 
dann nach Zusatz von je 5g Weinsiure mit Wasserdampf 
destilliert, die sauren Destillate neutral gemacht (Indikator 
Phenolphtalin) und nach der Vorschrift von Franzen und 
Greve‘) bearbeitet. 

A. Kalomel 0,2094 g. 

Ameisenséure = 0,2094 g. 2. 0,097726 = 40,9 mg. 

B. Kalomel 0,2467 g. 

Ameisensiiure = 0,2467 g. 2. 0,097726 
Versuch 9. 

Wiederholung des vorstehenden Versuchs mit einem andern 
Praparat von «Trockenhefe>. 

) Franzen und 0. Steppuhn, Diese Zeitschrift, Bd. 77, 
S. 129 (1912). 

*) S. Kostytschew und A. Scheloumoff, Diese Zeitschr., Bd. 85, 
S. 500 (1913). 

" 8) Franzen u. Greve, Journ. f. prakt. Chemie, Bd. 83, S. 323 (1911). 

*) Franzenu. Greve, Journ. f. prakt. Chemie, Bd. 83, S. 323 (1911). 


48,2 mg. 


! 
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A. (Kontrollportion) Kalomel 0,1370 g. 
Ameisensiure 26,8 mg. 

B. (Versuchsportion) Kalomel 0,108 g. 
Ameisensiiure 20,7 mg. 

Die absolute Menge von Ameisensiiure ist zwar geringer 
in der Versuchsportion, das Verhiltnis der gebildeten Ameisen- 
sure zu verschwundenem Zucker ist jedoch bedeutend grifer 
in Gegenwart von Chlorzink, als in der Kontrollportion. Jeden- 
falls sind die gebildeten Mengen von Ameisensiiure an und 
fiir sich sehr gering; obige Versuche kénnen deshalb noch 
nicht als eine experimentelle Bestitigung der Ansicht Schades 
gelten. 

Es ergab sich also, daB Prebhefen, je nach den iiuferen 
Verhiltnissen, den Acetaldehyd auf verschiedenartige Weise 
verarbeiten kénnen. Die in der VI. Mitteilung!) beschriebenen 
Versuche liefern nur einen Beweis dafiir, dab lebende Hefe die 
Fihigkeit hat, die Cannizzarosche Reaktion hervor- 
zurufen; es wiire aber verfehlt, hieraus zu schlieBen, da der 
Acetaldehyd durch Hefe einzig und allein nach Cannizzaro 
verarbeitet wird; schon damals habe ich auch darauf hinge- 
wiesen, dafi diese Art der Aldehydverarbeitung mit der An- 
nahme der intermediaéren Bildung von Acetaldehyd bei der 
Zuckergiirung schwer in Einklang zu bringen ist. 

Es ist zurzeit nicht méglich das Wesen der ohne gleich- 
zeitige Bildung von Essigsiéure stattfindenden Aldehydreduktion 
auch anniihernd zu bestimmen. Aus obigen Versuchen ist er- 
sichtlich, daf in diesem Falle ebenfalls nur ein geringer Teil 
des zugesetzten Aldehyds zu Athylalkohol reduziert wird. Bereits 
in der II. Mitteilung wurde darauf aufmerksam gemacht, dab 
die Aldehydreduktion durch Hefe immer eine sehr unvollkommene 
ist.2) Neuberg und Kerb%) haben alsdann durch direkte 
Aldehydbestimmungen festgestellt, daB in der Tat immer nur 
weniger als die Hiilfte des zugesetzten Aldehyds als Athyl- 
alkohol wiedergefunden werden kann; auferdem wurde jedoch 





1) S. Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 89, S. 367 (1914). 

*) S. Kostytschew und E. Hiibbenet, Diese Zeitschrift, Bd. 79, 
S. 367 (1912). 

*) C. Neuberg und J. Kerb, Biochem. Zeitschr., Bd. 58, S. 158 (1913), 
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immer eine gewisse Aldehydmenge auf anderweitige Weise 
verarbeitet. Die Verfasser setzen voraus, daB hierbei entweder 
die Cannizzarosche Reaktion, oder Aldolbildung, oder schlief- 
lich Acetalbildnng vorliegt. Auf Grund verschiedener Erfah- 
rungen glaube ich voraussetzen zu diirfen, daB durch Einwir- 
kung von Hefe auch andere, kompliziertere Umwandlungen 
von Acetaldehyd zustande kommen kénnten; unter all diesen 
Vorgiingen scheint jedoch nur die Essigséurebildung mit der 
Alkoholbildung aus Acetaldehyd in unmittelbarem Zusammen- 
hange zu stehen. Fiir den Fall, wo der Acetaldehyd nicht nach 
Cannizzaro zu Athylalkohol verarbeitet wird, halte ich noch 
immer eine direkte Wasserstoffanlagerung fiir wahrscheinlich, 
wobei allerdings eine Bildung von Nebenprodukten nicht aus- 
geschlossen ist, wie ich es in noch nicht ver6ffentlichten Ver- 
suchen wahrgenommen habe. 

Neuberg und Kerb!) haben neuerdings ein anderes 
Girungsschema vorgeschlagen, wonach der Giarungsvorgang 
als eine Gesamtheit verschiedener Aldehydumwandlungen nach 
Cannizzaro dargestellt wird. Nach ihren Gleichungen sollte 
jedoch der Acetaldehyd gleichzeitig auf dreierlei verschiedene 
Arten und zwar in bestimmten quantitativen Verhidltnissen ver- 
arbeitet werden, was praktisch gewif als kaum denkbar er- 
scheint. Es ist jedoch einleuchtend, dafi derartige Schemata 
iiberhaupt nur als Arbeitshypothesen aufgebaut werden und 
also nicht darauf Anspruch haben kénnen den wahren Sach- 
verhalt ganz richtig wiederzugeben. Meiner Ansicht nach sind 
jedoch auch direkte Reduktionswirkungen durch Anlagerung 
von Wasserstoffatomen am Giarungsvorgange beteiligt; es bleibt 
freilich dahingestellt, ob namentlich die Aldehydreduktion auf 
diese Weise zustande kommt. Jedenfalls halte ich die inter- 
medidre Bildung von Acetaldehyd im Garungsvorgange fiir sehr 
wahrscheinlich, wie ich es bereits in der II. Mitteilung?) be- 
tonte, wo zum erstenmal die Reduktion von Acetaldehyd zu 
Athylalkohol dargetan wurde. Obschon die kurz vorher ver- 


‘) C. Neuberg und J. Kerb, Biochem. Zeitschr., Bd. 58, S. 160 (1913). 
*) S. Kostytschew und E. Hiibbenet, Diese Zeitschrift, Bd. 79, 
S. 373 (1912). 
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éffentlichten mannigfaltigen Versuche von Neuberg und Kerb, 
den Acetaldehyd durch Hefe zu reduzieren, wohl infolge eines 
Zufalls, durchaus negative Resultate ergaben,'!) haben dennoch 
die genannten Forscher spiterhin verschiedene andere Aldehyde 
durch Einwirkung von Hefe in entsprechende Alkohole iiber- 
fiihrt und hierdurch die von uns mit Acetaldehyd erhaltenen 
Resultate insofern erweitert, als die Fiihigkeit, durch Hefe 
reduziert zu werden, von ihnen als eine allgemeine Aldehyd- 
reaktion erkannt wird. 

Es ist auch wohl méglich, daB neben Acetaldehyd auch 
andere Aldehyde in der anfinglichen Phase des Giirungs- 
vorganges gebildet werden. Das wichtigste Riitsel des Giirungs- 
problems bildet aber die Entstehung der Methylgruppe, wie 
ich es bereits in meinen ersten Mitteilungen iiber die Giirung 
hervorgehoben hatte. *) 





') C. Neuberg und J. Kerb, Zeitschrift fiir Garungsphysiologie, 
Bd. 1, S. 117 (1912). 

*) S. Kostytschew, Chemische Berichte, Bd. 45, S. 1289 (1912); 
Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 131 (1912). 











Untersuchungen iiber das Verhalten der Harnsaure zu Organ- 
extrakten mit Hilfe der Folinschen Methode. 
Von 


Georg Landmann. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12, September 1914.) 


Unsere heutigen Auffassungen iiber die Stellung der 
Harnséure im intermediiren Stoffwechsel haben sich schritt- 
weise mit den verbesserten Methoden ihrer Bestimmung und 
mit der Erforschung ihrer Konstitution und der Konstitution 
der Purinbasen gebildet. Verhiltnismébig friih entwickelte sich 
die Auffassung der Harnsiiure als eines intermediiren Stoff- 
wechselproduktes, das im Organismus der Siéiuger entsteht und 
weiter abgebaut wird, eine Anschauung, die heute noch vertreten 
wird. Aber wiihrend man friher die Harnsiiure als ein Zwischen- 
produkt des Abbaues der Eiweifik6rper tiberhaupt ansah, ge- 
wissermafien als das obligatorische Zwischenglied zwischen 
den Proteinen und dem Harnstoff, hat sich allmiihlich die Uber- 
zeugung Bahn gebrochen, dai sie das intermediiire Abbau- 
produkt einer ganz speziellen Gruppe von K6orpersubstanzen, 
der Nucleoproteide, ist. Einen solchen Zusammenhang mubte 
schon die Erforschung der Konstitution der Purinbasen einer- 
seits und der Harnsiiure andererseits wahrscheinlich machen; 
der direkte Beweis wurde dadurch gefiihrt, dai bei Fiitterungs- 
versuchen mit nucleinreicher Nahrung die Menge der Harn- 
siure im Harn anstieg. 

Neben den Fiitterungsversuchen wurden zahlreiche Ver- 
suche iiber das Verhalten der Harnsaéure gegen Organextrakte 
angestellt. Die ersten Versuche in dieser Richtung verdanken 
wir Horbaczewski, der bei der Digestion von Milzpulpa, 
unter Luftdurchleitung und bei einem mafigen Grad von Faulnis, 
eine Harnsiiurebildung beobachtete. Er deutete seine Versuche 
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so, daf die Harnséiure aus kernreichem Material besonders 
leicht entsteht, und seine Anschauung, dai die Hauptmenge 
der im lebenden Organismus vorkommenden Harnsiiure aus 
den an Nucleinsubstanzen reichen weifen Blutkérperchen 
stammen sollte, war nur quantitativ, nicht aber qualitativ un- 
richtig. Ihm folgte zunichst Spitzer, der auch bei Ausschlus 
von Faulnis allein durch die Organfermente eine Harnsiiure- 
bildung beobachtete und zwar sowohl aus priformiertem, in 
den Organausziigen selbst vorhandenem Material, als auch aus 
zugesetzten Purinbasen. Er stellte dabei fest, dafi Adenin und 
Guanin eine grodfiere Resistenz gegen die abbauenden Fer- 
mente besitzen als Xanthin und Hypoxanthin. 

In gré8erem Stile wurden diese Versuche weiterhin fort- 
gesetzt, besonders von Schittenhelm, sowie von Jones und 
ihren Schilern. Wiihrend friiher die freien Basen im Vorder- 
grund der Untersuchung standen, riickten allméhlich mit zu- 
nehmender Erkenntnis ihres Baues die Nucleinsiiuren in die 
erste Linie bezw. ihre komplizierteren glykosidartigen Abbau- 
produkte. Die Versuche der einzelnen Forscher blieben unter- 
einander nicht ohne Widerspriiche, aber es ging doch deutlich 
aus ihnen hervor, da es gelingt, zu Organextrakten zugesetzte 
Purinbasen in Harnsiure tiberzufiihren. Dabei handelt es sich 
offenbar um ein Nebeneinanderhergehen verschiedener fer- 
mentativer Prozesse. Zuniachst wird durch Desamidasen aus 
Guanin und Adenin die Amidogruppe abgespalten. Gleichzeitig 
wird das desamidierte Kohlenstoffatom oxydiert. Dabei ent- 
steht aus Guanin Xanthin, aus Adenin Hypoxanthin, ein Vor- 
gang, der zum ersten Mal von Schindler bei Fiiulnisversuchen 
beobachtet wurde. Das aus Guanin bezw. Adenin entstehende 
Xanthin und Hypoxanthin werden dann durch Oxydationsfer- 
mente («Xanthinoxydase») weiter zur Harnsiure abgebaut. Kin 
solcher Abbau muf fiir die Fermente leicht sein; im Reagens- 
glasversuch war er lange Zeit vergeblich versucht worden, 
bis es H. Fischer gelang, aus diazotiertem Xanthin Harn- 
saure zu erhalten. Nach Schittenhelm sollen die Desamidasen 
auch bei Luftabschlu8, dagegen die Oxydasen nur bei Luft- 
durchleitung wirken. 
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Ein Weiterabbau der Harnsiure im Organismus war 
durch Fiitterungsversuche schon durch Wohler und Frerichs 
festgestellt worden. Er lie} sich nunmehr auch durch Ferment- 
versuche erweisen. Namentlich durch Schittenhelm sind 
<urikolytische Fermente» in zahlreichen Organen nachgewiesen 
worden. Der Abbau der Harnsaéure geht bis zum Harnstoff, als 
Zwischenprodukt wird namentlich das Allantoin angenommen. 
Die verschiedenen Organe verschiedener Tiere verhalten sich 
in Bezug auf ihre Fihigkeiten des Harnséiureabbaues ver- 
schieden; daraus erkliiren sich auch zum Teil die sich manch- 
mal widersprechenden Angaben der verschiedenen Autoren. 
Auch die Intensitaét der Harnséure bildung ist bei verschiedenen 
Tieren und verschiedenen Organen nicht gleichmaBig ausgepriagt 
gefunden worden. 

Alle diese friiheren Versuche iiber Harnséurebildung und 
-Zerstérung durch Organextrakte waren nun an Methoden zur 
Bestimmung der Harnsiiure wie die von Ludwig-Salkowski, 
Hopkins, Folin-Schaffer gebunden, die einerseits verhiltnis- 
miifig recht zeitraubend waren und anderseits nur bei An- 
wesenheit ziemlich grofer Mengen von Harnsiéure gentigend 
genaue Resultate gaben. Es muBten daher den Organextrakten 
die Harnsiiure und die Harnsaurebildner in Konzentrationen 
zugesetzt werden, die die im Organismus vorhandene, physio- 
logische Konzentration dieser Stoffe erheblich tiberschritt. 
Ferner muSte nach einer gewissen Reaktionszeit meist das 
ganze Gemisch zur Bestimmung der Harnsiure verarbeitet 
werden, da die vorhandenen Methoden fiir die Bestimmung 
der Harnsiure in kleineren, dem Gesamtgemisch entnommenen, 
Portionen nicht geeignet waren. Es muSte daher darauf ver- 
zichtet werden, den Reaktionsverlauf, d. h. die Harnsdéurebildung 
und -Zerstirung, zeitlich schrittweise zu verfolgen, etwa kurven- 
miafig festzulegen und namentlich ein etwaiges Nebeneinander- 
hergehen von Harnsiurebildung und -Zerst6rung in demselben 
Organextrakt zu erweisen. 

Vor einiger Zeit nun wurde von Folin und seinen Mit- 
arbeitern ein neues colorimetrisches Verfahren der Harnsaure- 
bestimmung angegeben, das die genannten Nachteile friiherer 
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Bestimmungsmethoden in weitgehendem Mahe zu vermeiden 
scheint. Denn bei einer relativ leichten und raschen Ausfiihr- 
barkeit gestattet es die Bestimmung der Harnsiiure noch in 
Bruchteilen eines Milligramm, kann also als eine wirkliche 
«Mikromethode» bezeichnet werden, die gerade fiir das Stu- 
dium der Harnsiurebildung und -Zerstérung in Organextrakten 
besonders geeignet erscheinen mufte. 

Das Folinsche Verfahren ist seit seiner Veréffentlichung 
mit Erfolg fir die Bestimmung der Harnsiure im Blut') an- 
gewandt worden. Auf Anregung von Herrn Prof. Steudel 
entschloB ich mich nun, es auf seine Verwendbarkeit fiir das 
Studium der Harnséurezerst6rung und -Bildung in Organ- 
extrakten zu untersuchen. 

Das Prinzip dieses colorimetrischen Verfahrens beruht 
auf der Fahigkeit der Harnséure, eine nach bestimmten Vor- 
schriften hergestellte Phosphorwolframsiure zu _ reduzieren. 
Dabei entsteht nach der Anschauung Folins eine saure Sub- 
stanz von unbekannter Konstitution, die mit Alkali ein blaues 
Farbsalz gibt. Die Intensitéit der Farbung, die man auf diese 
Weise in einer zu untersuchenden Harnsiiureldsung hervor- 
rufen kann, wird mit derjenigen verglichen, die eine bekannte 
Menge Harnsiéiure, mit denselben Reagenzien behandelt, gibt. 
Da verschiedene im Organismus vorkommende Stoffe, vor 
allem mehrwertige Phenole wie Hydrochinon, Brenzkatechin, 
Adrenalin dieselbe blaue Farbenreaktion geben, so muf der 
colorimetrischen Bestimmung der Harnsaure ihre Isolierung als 
Magnesia-Silbersalz vorausgehen. 

Die Einzelheiten der technischen <Ausfiihrung der Be- 
stimmung sind von Folin und seinen Mitarbeitern mehrfach 
ausfihrlich publiziert worden; auch Steinitz (I. c.) gibt eine 
ausfihrliche Darstellung der von ihm angewandten Methodik 
an. Da wir indessen in unserer Methodik in einzelnen Punkten 
von den genannten Autoren etwas abgewichen sind, so sei 
es gestattet, hier noch einmal kurz das Verfahren so wie wir 
es anwandten, zu beschreiben. Gerade bei einer colorime- 





*) Steinitz, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. 90, S. 108. 
Bass, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm., Bd. 76, S. 40. 
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trischen Bestimmung ist es wesentlich, daf immer in der- 
selben Weise gearbeitet wird. 


Enteiweifbung. 


Von den Organextrakten, deren Herstellung weiter unten 
beschrieben werden soll, wurden zu einer Bestimmung je 
5 ccm, nach sorgfiiltigem Umschitteln der ganzen Fliissigkeit, 
abpipettiert und in ein 100 cem Becherglas flieben lassen, in 
dem ca. 50 ccm Wasser und 3 Tropfen doppelt normale 
Essigsiiure zum Sieden erhitzt worden waren. (Im Falle, 
dafi dem Organextrakt zur Lisung der Purinbasen Alkali 
zugesetzt worden war, wurde entsprechend mehr Essigsdure 
zugegeben. Zuviel Essigsiure darf auch nicht zugegeben 
werden, da sonst die Ausflockung des EiweiBes mangelhaft 
ist). Nach Zusatz eines reichlichen Loffels Talcum wurde 
nun die Mischung von 5 cem Organextrakt und verdiinnter 
Essigsiiure zum Sieden erhitzt und, eventuell unter weiterem 
Taleumzusatz und Umrihren mit einem Glasstab, das Auf- 
kochen so oft wiederholt, bis die Koagulation des Eiweifes 
vollstiindig war. Dieser Zeitpunkt wurde daran erkannt, dab 
die ungelésten Partikel in der Fliissigkeit sich zu groben Ballen 
zusammenfiigten, wahrend die Fliissigkeit fast vdllig klar und 
durchsichtig wurde. Bei einiger Erfahrung lief sich dieser 
Zustand fast immer hervorrufen; nachdem dann in ein 200 ccm 
Becherglas abfiltriert worden war, war das Filtrat vollig klar, 
nicht mehr opalescent, von leicht gelblicher Farbung.!) Die 
Fliissigkeit passierte bei dieser Art des Verfahrens das Filter 
gewOhnlich sehr rasch. Der Filterriickstand wurde nun mit 
Hilfe eines kleinen Spatels mOglichst vollstindig in das 100 ccm 
Becherglas zurtickgebracht, nochmals mit ca. 50 ccm Wasser 


‘) Auch Steinitz (lI. c.) bedient sich zur Enteiweifung des Blutes 
einer verdiinnten Essigsiurelisung und des Zusatzes von Talcum; doch 
geht er so vor, dafi er zunidchst das Blut in einer verdiinnten Essigsaéure- 
lisung aufkocht, filtriert und das opalescente Filtrat durch nochmaliges 
Aufkochen, diesmal unter Talcumzusatz, vollig enteiweift und zum zweiten 
mal filtriert. Bei unserer Methodik wird die voéllige Enteiweifung gleich 


vor dem ersten Filtrieren vorgenommen. 
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aufgekocht und durch dasselbe Filter in das 200 ccm Becher- 
glas filtriert. Danach wurden in dem 100 ccm Becherglas 
nochmals 50 ccm Wasser zum Sieden erhitzt und nochmals 
durch dasselbe Filter filtriert. 


Einengung. 


Die Einengung des gesamten Filtrats in dem 200 ccm 
Becherglas erfolgte auf dem Wasserbad, nachdem die Fliissig- 
keit durch Zugabe von Essigsiure deutlich sauer gemacht 
worden war. Die Einengung wurde bis auf ca. 1—2 cem fort- 
gesetzt. In diesem Zustand war das Filtrat schwach gelblich 
gefirbt, aber klar, wenngleich die gelisten Substanzen teil- 
weise auskrystallisierten. (Verdampfen bis zur Trockne be- 
eintrichtigt nach unseren Erfahrungen zwar die Versuchs- 
resultate nicht erheblich, ist aber doch zu vermeiden wegen 
der dabei auftretenden stérenden Farbstoffbildung), 

Das eingeengte Filtrat wurde nunmehr mit Hilfe eines 
Glasstébchens in ein Zentrifugenroéhrchen iibergefiihrt und da- 
nach das Becherglas mit je 2—3 ecm 1°/oiger Lithiumcarbonat- 
ldsung 3 mal nachgespiilt, wobei etwa festhaftende Teilchen 
durch Reiben mit einem kleinen Glasstab von der Wand des 
Becherglases losgel6st wurden. In dem vereinigten im Zentri- 
fugenr6hrchen befindlichen Filtrat +- Spiilfliissigkeit wurde nun- 
mehr die Silbermagnesia-Fillung der Harnsiiure vorgenommen. 


Silbermagnesia-Fallung. 


Folin schreibt hier die aufeinanderfolgende Zugabe von 
6 Tropfen einer 3°/oigen Silberlaktatlésung, 2 Tropfen Magnesia- 
mixtur und 10—20 Tropfen konzentrierten Ammoniaks bis zur 
Losung des gebildeten Chlorsilbers vor. Wir zogen es aber 
vor, die Bildung des Chlorsilbers tiberhaupt zu vermeiden, 
indem wir zu der Fliissigkeit in dem Zentrifugenréhrchen auf 
einmal eine vorher in einem Reagensglas hergestellte Mischung 
von 20 Tropfen konzentrierten Ammoniaks, 8 Tropfen 3°/oiger 
Silberlactatlisung und 4 Tropfen Magnesiamixtur gaben. Die 
Bildung des Niederschlags trat darauf fast momentan ein, 
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doch dauerte es eine Zeit lang, bis sie maximal war. Leichtes 
Bewegen des Zentrifugenrdhrchens, eventuell das Einwerfen 
einer kleinen Siedeperle, beférderte die Verteilung der zuge- 
setzten Ag-Mg-Mischung in der Fliissigkeit und das Ausfallen 
der Silbermagnesiaverbindung der Harnsiure, die zuniichst in 
gelartig aussehenden Flocken in der Fliissigkeit suspendiert 
war, allmihlich aber zu Boden sank. Das Gemisch wurde vor 
dem Zentrifugieren einige Stunden, gew6dhnlich tiber Nacht, 
stehen gelassen. 

Hierauf wurde einige Minuten lang scharf zentrifugiert 
und dann die tiberstehende schwach gelblich gefarbte Fliissig- 
keit von dem Zentrifugat abgegossen.!) Zu dem Riickstand 
am Boden des Zentrifugenrdhrchens wurden nun, um die 
Harnsiiure aus ihrer Silbermagnesiaverbindung frei zu machen, 
6 Tropfen frisch gesiittigten Schwefelwasserstoffwassers und 
2 Tropfen konzentrierte Salzsiure gegeben (Folin schreibt 
1 Tropfen Salzsiiure vor, doch kam es bei unseren Versuchen 
bisweilen vor, da nach dem Hinzufiigen der Phosphorwolfram- 
siure bereits vor Zugabe des Alkalis Blaufiirbung auftrat, 
wenn nur 1 Tropfen HCl verwandt worden war. Um dies zu 
vermeiden und die Reduktion des Reagens bis zum Schlub bei 
saurer Reaktion vor sich gehen zu lassen, zogen wir es vor, 
2 Tropfen HCl zuzugeben). Die nun folgende Abweichung un- 
serer Methodik von der Folinschen Originalvorschrift scheint 
mir von etwas gréSerer Bedeutung zu sein. Wahrend niimlich 
Folin den Riickstand am Boden des Zentrifugenréhrchens mit 
den wenigen Tropfen zugesetzten SH,-Wassers und HCl! ohne 
weitere Verdiinnung zwecks Austreibung des Schwefelwasser- 
stoffs erhitzt, zogen wir es vor, die Fliissigkeit in dem Zen- 
trifugenréhrchen, nachdem der Bodensatz mit Hilfe eines 
spitz ausgezogenen Glasstabes umgeriihrt worden war, durch 


') Bass, (l.c.) hilt es fir wichtig, um alle Harnsdure auszufallen, 
zu der stark ammoniakalischen Fliissigkeit so lange Silbersalz zuzusetzen, 
bis Chlorsilber ausfillt. Wir haben uns aber davon iiberzeugt, da es 
nach Ausfillung der Harnsiure nach dem von uns geiibten Verfahren 
nicht mehr gelang, aus der tiber dem Zentrifugat stehenden Flissigkeit 
durch weiteren Zusatz von Silberlaktat bis zum Ausfallen des AgCl noch 


mehr Harnsiiure zu isolieren. 
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Zusatz von 5 ccm Wasser zu verdiinnen. (Auch Steinitz gibt 
an, daB er 1 cem Wasser zu der SH, und HC! enthaltenden 
Mischung zugesetzt hat). 

Dieser Zusatz von Wasser zu dem Schwefelwasserstoff- 
wasser und der Salzsaéure scheint nun fiir die Resultate der 
Bestimmungen nicht ohne Bedeutung zu sein. Solange ich mich 
bei meinen Vorversuchen mit abgewogenen Mengen reiner 
Harnsiure genau an die Originalvorschrift hielt, erhielt ich 
dauernd recht unbefriedigende Resultate. Auf Rat von Herrn 
Prof. Steudel versuchte ich es, durch den erwiihnten Wasser- 
zusatz zu besseren Resultaten zu gelangen. Daf dies in der 
Tat durch diese scheinbar belanglose Modifikation méglich ist, 
ist aus dem Vergleich von Tabelle I und II ersichtlich. Aller- 
dings ist mit dieser Zugabe von Wasser der Nachteil ver- 
bunden, da das Vertreiben des Schwefelwasserstoffs erheblich 
lingere Zeit in Anspruch nimmt, als bei dem urspriinglichen 
Verfahren. Bei dem von uns angewandten Grade der Ver- 
diinnung muften die Zentrifugenréhrchen mindestens 1 Stunde 
lang in einem kochenden Wasserbad stehen, bis aller Schwefel- 
wasserstoff ausgetrieben war. Da er das Phosphorwolfram- 
siurereagens ebenfalls reduziert, ist es auSerordentlich wichtig, 
ihn quantitativ zu entfernen. Dieser Punkt wurde einmal 
daran erkannt, daf die Fliissigkeit in dem Zentrifugenrdhrchen 
den charakteristischen Geruch des Schwefelwasserstoffs nicht 
mehr aufwies und daf 1 Tropfen 0,5°/oiger Bleiacetatlésung 
keine braunliche Fiarbung der Fliissigkeit mehr _hervorrief. 
(Trat Braunfiirbung ein, so wurde natiirlich weiter erhitzt.) 
Um ganz sicher zu gehen, gab ich gewohnlich zum Schluss 
noch einige Tropfen der Bleiacetatl6sung hinzu, um etwa vor- 
handene Reste von SH, unschidlich zu machen. 

Die vom Schwefelwasserstoff befreite Lisung im Zentri- 
fugenrdhrchen war gewohnlich ganz schwach gelblich gefiirbt. 
Wenn, was gelegentlich vorkam, gréBere Mengen von Farb- 
stoff vorhanden waren, so trat auf Zusatz von ca. 10 Tropfen 
einer 10°/oigen Natriumacetatlésung eine gewisse Aufhellung 
der Fliissigkeit ein. Am Boden des Zentrifugenréhrchens be- 
fand sich das gebildete Schwefelsilber usw. gewohnlich in 
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kleinen Mengen, zu kleinen Flocken zusammengeballt. Fiir die 
nun folgende kolorimetrische Bestimmung waren diese geringen 
Mengen meist belanglos; falls der Inhalt des Réhrchens sehr 
getriibt war, wurde noch einmal zentrifugiert. 


Kolorimetrische Bestimmung. 


Die in den Rohrchen befindliche Fliissigkeit wurde nun 
je nach der zu erwartenden Menge Harnsiure quantitativ in 
ein MefSkélbchen von 50, 100 oder 200 ccm tibergefihrt, das 
Roéhrchen mehrmals mit Wasser ausgespiilt und dieses Spiil- 
wasser ebenfalls in das MeSk6lbchen gebracht. Zugleich wurde 
die Vergleichslésung vorbereitet, indem 1 ccm einer mindestens 
jede Woche neu hergestellten Losung von 0,1 g durch Kjeldahl- 
Bestimmungen auf ihre Reinheit gepriifter Harnsdure in 11 
bis 12 cem') einer 0,4°/oigen Lithiumcarbonatlésung, die auf 
100 cem verdiinnt worden waren, genau in einen 100 ccm 
MeBkolben pipettiert wurde. Danach wurden moglichst gleich- 
zeitig in alle MeBkdlbchen, also zu der Vergleichslésung und 
zu den zu untersuchenden Fliissigkeiten, je 2 ccm des von 
Folin angegebenen «Harnsiurereagens»?) gegeben. Nach 
leichtem Umschiitteln erfolgte die ebenfalls méglichst gleich- 
zeitige Zugabe von 20 cem gesiittigter Sodalésung in die 100 ccm 
Mefbkolben, bezw. von 10—-15 ccm in die 50 ccm Mefkolben, 
worauf im Falle der Anwesenheit von Harnsiure die farblose 
bezw. schwach griinlich gefirbte Flissigkeit in den MeBkolben 
sofort eine schéne tiefblaue Farbung annahm. Die Mefkolben 
wurden darauf bis zur Marke aufgefiillt, sorgfaltig umgeschiittelt 
und nun ohne Zégern die Bestimmung vorgenommen, da die 
blaue Farbe ziemlich rasch verblaft. 


') Folin schreibt fiir die Lisung von 0,1 g Harnséure 10 ccm 
0,4°/oiger Lithiumcarbonatlisung vor. Diese Menge erwies sich fiir uns 
nicht als ganz ausreichend. 

*) Herstellung des Harnséiurereagens: Eine Mischung von 750 ccm 
Wasser, 100 g Natriumwolframat (Kahlbaum) und 80 ccm 84%joiger 
Phosphorsiure werden 2 Stunden am Riickflufkiihler gekocht. Nach dem 
Erkalten wird die schwach griin gefarbte Flissigkeit in einen 1000 ccm 
Mefikoiben filtriert und dieser bis zur Marke aufgefillt. 
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Die Vergleichslésung wurde in den einen, die zu unter- 
suchende Lésung in den anderen Trog des Duboseqschen 
Kolorimeters gebracht und die Schichtdicke der Vergleichs- 
losung auf eine bestimmte Marke eingestellt, meist auf 20 mm, 
bei Anwesenheit sehr geringer Mengen von Harnsiiure in der 
zu untersuchenden Fliissigkeit auch gelegentlich auf 10 mm. 
Die Schichtdicke der zu untersuchenden Fliissigkeit wurde 
mittelst der Schraubeneinrichtung bis zur gleichen Farbstiirke 
wie die der Vergleichslésung variiert. Es wurden jeweils ins- 
gesamt 7 Ablesungen gemacht, die meist untereinander nicht 
mehr als um 1 mm differierten und dann das Mittel aus diesen 
7 Ablesungen fiir die Berechnung der Harnsiiure zugrunde 
gelegt. Um gut tibereinstimmende Ablesungen zu erhalten, ist 
natiirilch eine gewisse Ubung erforderlich. 


Berechnung der Harnsiiuremenge. 


Die Berechnung ist einfach: Die Mengen der Harnsiiure 
in den beiden verglichenen Lésungen sind umgekehrt propor- 
tional den Schichtdicken, bei denen die beiden Lisungen den 
gleichen Farbenton haben und sie sind direkt proportional der 
Anzahl Kubikzentimeter auf die sie verdiinnt wurden. Der 
Harnsiuregehalt, die Verdtinnung und die Schichtdicke der Ver- 
gleichslésung sind stets konstant: Sie betragen 1 mg, 100 ccm 
bezw. 20 oder 10 mm. Fiir die Berechnung ist es praktisch, 
die abgelesene Schichtdicke der unbekannten Lésungen auf eine 
Schichtdicke von 10 mm der Standardlésung und auf eine Ver- 
diinnung der unbekannten Lésung auf 100 ccm umzurechnen. 

Beispiel: Die unbekannte Lésung ist auf 100 ccm ver- 
diinnt; die Schichtdicke der Vergleichsl6sung und der unbe- 
kannten Lésung betragen 20 und 12,4 mm oder, auf 10 mm 
der Schichthdhe der Vergleichslésung bezogen, betriigt die 
Schichthéhe der unbekannten Lésung 6,2 mm. Da die Ver- 
gleichslésung 1 mg Harnsidure enthilt, mufS die unbekannte 


0 _ 
Loésung 2 9 ME enthalten. Man braucht nur den dekadischen 


Logarithmus von 6,2 vom Logarithmus von 10, der 1 betriigt, 


abzuziehen, um den Logarithmus der gesuchten Menge Harn- 
29 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCII. 
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siure, in Milligrammen ausgedriickt, zu erhalten. Die ganze 
Berechnung kommt also auf das Aufsuchen der dekadischen 
Ergiinzung des Logarithmus der halben abgelesenen Schicht- 
hohe der unbekannten Lésung heraus. 


log. 6,2 0,79239 
Dekad. Erg. 0,20761 
Harnsaure 1,61 mg 


Bei anderen Verdiinnungen der unbekannten Losung und 
bei anderer Schichthéhe der Vergleichslésung muf natiirlich 
die Berechnung entsprechend modifiziert werden. 


Priifung der Methode. 


Bevor wir an unsere eigentlichen Versuche mit Organ- 
extrakten herangingen, haben wir die Verwendbarkeit der Be- 
stimmung durch zahlreiche Vorversuche mit bekannten Mengen 
Harnsidure gepriift. Genau abpipettierte Mengen einer Harnsiure- 
Lithiumearbonatlésung, die 1 mg Harnsaure im Kubikzentimeter 
enthielt, wurden, wie beschrieben der Silbermagnesiafillung 
usw. unterworfen und dann mit einer StandardlOsung ver- 
glichen, die mit 1 ccm derselben Lésung hergestellt worden 
war, also wie gewohnlich 1 mg reine Harnsdure enthielt. Wie 
schon erwihnt, waren unsere Versuche anfangs sehr unbe- 
friedigend, solange wir die Harnsaéure in dem Zentrifugen- 
rohrchen mit wenigen Tropfen SH,-Wasser und HCl unver- 
diinnt erhitzten. 

Wie aus Tabelle I ersichtlich ist, fanden wir von 1 mg 
Harnsiiure im Mittel 85°/o, von 2 mg 60°/o wieder, wahrend 
bei Verarbeitung von 3 und mehr Milligramm der erhaltene 
Wert bereits um mehr als 50°/o hinter dem berechneten 
zuriickblieb. 

Es gelang uns nun in der Folge durch Zusatz von 5 ccm 
Wasser zu der mit SH, und HCl erhitzten Harnsaure, die 
Resultate unserer Bestimmungen erheblich zu verbessern, wie 
aus Tabelle II ersichtlich ist. 
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Erhitzen der Harnsiure mit wenigen Tropfen SH,-Wasser und HCl! ohne 


weitere Verdiinnung. 
ge) 


























1 mg 2 mg 3 mg 5 mg 10 mg 
Gefunden | Wiedergef. | Gef. | %/o | Gef. | Jo | Gef. | %Jo | Gef. | % 
mg fo mg | mg mg mg | 

0.80 80 1,36 | 68 | 1,44 | 48 | 1,14 | 23 | 1,47 | 45 
0,84 84 161 t — | —7f | eh gels ine 
0,82 82 oe) ee. oe oo pe 
0,85 85 SE RE ee BE ee. | ec we | oe 
0,90 90 oe |) ee ee eo 
0,91 94 ee ee a oe poe 
im Mittel: | 85 60 ee — | 93 om a 





Tabelle II. 





























Erhitzen der Harnsiure mit Schwefelwasserstoff und Salzsiure unter 
Zusatz von 5 ccm Wasser. 
1 mg 2 mg 
Gefunden Wiedergefunden Gefunden | Wiedergefunden 
mg 9 mg | %o 
| | 
Lor | 101 145 | 72,5 
1,04 | 104 179 | 89,5 
0,99 | 99 187 | 93,5 
— oo 
im Mittel: 101,3 1,49 | 74,5 





im Mittel: 85,75 


Durch den Wasserzusatz lief es sich algo erreichen, 
daf wir bei der Verarbeitung von 1 mg Harnsdéure konstant 
ca. 100°/o und bei Verarbeitung von 2 mg im Mittel ca. 85°/o 
wiederfanden. Eine weitere Anniherung der gefundenen Werte 


an die Ausgangsmenge lief sich nicht erreichen. 


Man kann 


demnach sagen, da die nach der Folinschen Methode ge- 
fundenen Werte, wenigstens bei der von uns angewandten 
Technik, keine absoluten sind, wohl aber ziemlich konstante 
relative Werte darstellen, die uns fiir unsere Versuche sehr 
wohl geeignet erscheinen durften. Die Resultate, die wir bei 
29* 
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der Bestimmung von zu Organextrakten zugesetzter Harnsaure 
erhielten, sind denen fdhnlich, die wir bei unseren Vorver- 
suchen mit bekannten Mengen erhalten hatten; d. h. wenn 
wir auf 5 ccm unserer Extrakte 1 mg Harnséure zugesetzt 
hatten, so fanden wir etwa 100°/o wieder, dagegen bei Zusatz 
von 2 mg auf 5 ccm Extrakt ca. 80—85°/o.!) Doch sind diese 
Resultate nicht ganz so gut, wie sie erscheinen, da dabei der 
allerdings recht geringfiigige urspriingliche Harnsaéuregehalt der 
Organe nicht mitgerechnet ist. Immerhin waren auch beim 
Arbeiten mit Organextrakten die erhaltenen Werte, wenn auch 
sicher nicht absolut, so doch relativ ziemlich genau, und 
daher ist die Methode gewif geeignet, eine Zunahme oder 
Abnahme der Harnséure in Organextrakten zu _ kontrollieren. 

Bei der Bestimmung der Harnsiure in den Organextrakten 
verfuhr ich immer so, daf ich je 5 ccm verarbeitete und alle- 
mal 2 Parallelbestimmungen ansetzte. Die Ubereinstimmung 
zwischen zwei derartigen Bestimmungen von Proben desselben 
Extraktes war bisweilen geradezu frappant: Garnicht selten 
erhielt ich Werte, die auf ein Hundertstel Milligramm genau 
iibereinstimmten. Derartig gute Resultate bei einer kolorime- 
trischen Methode diirften wohl als zufallig anzusprechen sein, 
aber sie demonstrieren immerhin den Wert, den die Methode 
auch fiir die Bestimmung der Harnsaure in eiweifbhaltigen 
Iliissigkeiten hat. Fiir gewOhnlich wird man eine Differenz 
von 0,1—0,2 mg zwischen zwei Proben desselben Extraktes 
als innerhalb der Fehlergrenzen der Methode liegend ansehen 
mussen. In verhiltnisméfig seltenen Fallen haben wir aller- 
dings auch grOBere Differenzen gefunden. Diese diirften zum 
Teil darauf beruhen, daf namentlich bei Organextrakten, die 
schon lingere Zeit der Autolyse anheimgefallen sind, wegen 
auftretender Gerinnselbildung ein ganz scharfes Pipettieren 


kaum noch mdglich ist. 
Die unterste Grenze fiir die Méglichkeit einer einiger- 


') Auch Steinitz hat bei seinen Versuchen, zu Blut zugesetzte 
Harnsiure zu bestimmen, ca. 80°/o wiedergefunden und schliigt vor, aus 
dem relativen Wert den absoluten durch Multiplikation mit 5/s zu_er- 


mitteln. 
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mafBen scharfen Einstellung der unbekannten Fliissigkeit auf 
den Farbwert der iblichen Vergleichslisung liegt, bei einer 
Verdiinnung auf 50 ccm und bei Verarbeitung von 5 ccm Ex- 
trakt, ungefiihr bei einem Gehalt von 0,2 mg Harnsiiure. Bis 
zu dieser Grenze differierten unsere abgelesenen Werte der 
Schichtdicke im allgemeinen untereinander nicht mehr als um 
1—2 mm, darunter wurden aber die Differenzen oft recht groB, 
so daB das schlieBlich erhaltene Resultat kaum ais einwands- 
frei zu betrachten war. Neben optischen Griinden mag fiir 
die Erklarung dieses Mifstands auch der oft ziemlich reichlich 
vorhandene Organfarbstoffgehalt der Fliissigkeit in Betracht 
kommen, der natiirlich bei einer an sich sehr schwach blau 
gefiirbten Losung weit stdrender wirken mubf, als bei einer 
tiefblauen, viel Harnsiure enthaltenden Lésung. ‘Gelegentlich 
wirkte bei der Untersuchung solcher minimalen Mengen der 
Farbstofigehalt derartig stérend, dafb auf eine Bestimmung der 
Harnsiure tiberhaupt verzichtet werden mubBte. 

Es sei hier ferner noch darauf hingewiesen, daB die 
blaue Farbe der unbekannten Lésung stets auffallend viel 
schneller verblaBt als die der Vergleichslésung. Auch daraus 
ergibt sich, mindestens bei nicht sehr schnellem Arbeiten, 


eine Fehlerquelle. 


Erste Versuchsreihe. 


Zerstérung von Harnsaure in Leberextrakten ohne 
Luftdurchleitung. 


Wir haben zuniichst eine Reihe von Versuchen angestellt, 
bei welchen den Organextrakten reine Harnsiiure, als Lithium- 
salz gelést, zugesetzt wurde, um eine etwaige _Harnsdure- 
zerstérung mit Hilfe der Folinschen Methode zu verfolgen. 
Und zwar beschrainkten wir uns zunachst auf Extrakte der 
Leber, als desjenigen Organes, das dem derzeitigen Stand un- 
serer Kentnisse nach mindestens quantitativ die, grébte Be- 
deutung fiir den intermediiiren Stoffwechsel haben: soll. 

Die Extrakte wurden aus den Lebern verschigdener Tiere 
hergestellt, und zwar von der Katze, vom Hund, von Ka- 
ninchen und von Végeln. Die mdglichst frisch entnommenen 
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Lebern wurden mit der Hackmaschine oder dem Hackmesser 
sorgfaltig zerkleinert und dann mit etwa ebensoviel Kubik- 
zentimetern Wasser versetzt, als das Gewicht des zerkleinerten 
Organes in Grammen betrug, und mehrere Stunden, gewohnlich 
iiber Nacht, an einem kihlen Orte stehen gelassen. Dann 
wurde der fliissige Anteil des Gemisches durch ein Tuch ko- 
liert, der Riickstand mit Kieselguhr verrieben und so weit- 
gehend wie moglich mit einer Handpresse ausgepreBt. Colat 
und Prefsaft wurden vereinigt und stellten eine ziemlich in- 
tensiv rot gefirbte, triibe, aber anscheinend homogene Flissig- 
keit dar, in der grdbere Partikel makroskopisch nicht zu er- 
kennen waren. 

Dann wurde eine genau abgewogene Menge mehrmals 
umgefiillter, durch Kjeldahl-Bestimmungen auf ihre Reinheit 
gepriifter Harnsiure in einem 100 ccm Mefkolben in einigen 
Kubikzentimetern 0,4°/oiger Lithiumcarbonatlésung gelést, eine 
abgemessene Menge des Extraktes (55—75 ccm) zugegeben 
und mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Die Konzentration 
der zugesetzten Harnséure betrug pro 5 ccm Extrakt 1 oder 
2 mg, tiberschritt also die physiologische Konzentration in den 
Gewebssiiften nicht allzuerheblich und blieb innerhalb der 
Grenzen, in denen wir bei unseren Vorversuchen befriedigende 
Resultate erhalten hatten. Zu gleicher Zeit wurde ein «Leer- 
extrakt» hergestellt, das die gleiche Menge Extrakt wie das 
Harnsiiureextrakt enthielt, aber nicht mit Harnséure versetzt 
wurde. Nachdem die Mefkolben bis zur Marke aufgefiillt worden 
waren, wurden die Fliissigkeiten gut umgeschiittelt, in kleine 
Glasflaschen mit eingeschliffenen Stopfen tiberfiihrt, beide, das 
Harnséureextrakt und das Leerextrakt, mit der gleichen Menge 
Toluol versetzt und nochmals umgeschiittelt. Die Extrakte 
hielten sich so ohne Fiéulniserscheinungen wochenlang; wohl 
aber setzten nach wenigen Tagen autolytische Prozesse ein, 
die sich in einer Ausflockung von Eiweifstoffen fuBerten, die 
auf der klar gewordenen Fliissigkeit schwammen. Auferdem 
schlug die rote Farbe der Extrakte nach einigen Tagen in 
ein miffarbenes Braun um. Es wurde schon darauf hingewiesen, 
daB bei derartigen alten Extrakten ein scharfes Pipettieren 
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kaum mdéglich war, woraus wohl zum Teil die gelegentlichen 
groBen Differenzen zwischen zwei Parallelbestimmungen zu 
erkliren sind. : 

Auf Halten bei Brutofentemperatur und auf Luftdurch- 
leitung durch die Extrakte wurde bei dieser ersten Versuchs- 
reihe verzichtet. | 

Die erste Bestimmung wurde gleich nach dem Ansetzen 
des Extraktes begonnen. Immer wurden 2 Parallelbestimmungen 
mit je 5 ccm des Extraktes zugleich angesetzt. Anfangs wurde 
moglichst jeden Tag eine Bestimmung vorgenommen; nach 
laingerem Stehen wurden die Proben in griferen Zeitabstinden 
entnommen. 

Die Resultate dieser Versuche sind aus Tabelle III bis VIII 
ersichtlich. In siimtlichen Leberextrakten, mit Ausnahme des 
aus Vogelleber hergestellten, konnte eine umfangreiche Harn- 
siurezerst6rung nachgewiesen und in ihrem zeitlichen Ver- 
lauf gut verfolgt werden. Eine Harnsiiurebildung aus prifor- 
miertem Purinmaterial der Extrakte konnte nicht sicher nach- 
gewiesen werden. In den beiden Extrakten allerdings, denen 
auf 5cem 1 mg Harnsiure zugesetzt worden war (Tabelle Ill 
und IV), sowie in den meisten Leerextrakten, kamen in den 
ersten Tagen kleine Schwankungen des Harnsiiuregehaltes nach 
oben vor. Doch waren diese so gering, dafi sie innerhalb der 
Versuchsfehler lagen. Immerhin ist bemerkenswert, da bei 
den beiden Extrakten mit Zusatz von 1 mg auf 5 ccm der 
Harnséurespiegel mehrere Tage lang auf derselben Hohe blieb 
und erst verhaltnismiBig spat deutlich absank. Bei den Ex- 
trakten dagegen, denen 2 mg auf 5 ccm zugesetzt worden 
waren, lief sich die Harnséiureabnahme gleich am Tage der 
dem Ansetzen des Extraktes folgte, nachweisen. Dieses ver- 
schiedene Verhalten von Extrakten mit geringerem und solchen 
mit stirkerem Harnsiuregehalt laBt sich nun vielleicht so er- 
klaren, daf bei ersteren die Harnsaurebildung und -zerstérung 
sich einige Tage das Gleichgewicht halten und daf die Zer- 
storung erst nach Verbrauch alles harnsiurebildenden Mate- 
rials offensichtlich wird, wahrend dagegen in den relativ viel 
Harnséure enthaltenden Extrakten eine etwaige geringe Neu- 
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bildung schon von Anfang an durch den umfangreicheren Ab- 
bau verdeckt wird. Aber irgend welche bindenden Schliisse 
méchten wir aus diesen Unterschieden nicht ziehen. 

Prinzipiell anders als die Leberextrakte von Katze, Hund 
und Kaninchen verhielt sich ein Extrakt aus Vogelleber (Ta- 
belle VIII). Hier lieB sich, auch nach wochenlangem Stehen 
keine deutliche Harnsiurezerstérung nachweisen, sondern im 
Gegenteil, wenigstens im Leerextrakt eine deutliche Zunahme 
der Harnséure. Diese Beobachtung steht natiirlich vollig mit 
dem in Einklang, was wir von der Rolle, die die Harnsaure 
und die Leber im Vogelorganismus spielen, wissen. Hier liegt 
aber zugleich ein guter Kontrollversuch dafiir vor, dafi die 
Harnsiure aus den Leberextrakten anderer Tiere wirklich 
durch fermentativen Abbau verschwand und nicht etwa aus- 
gefallen war; denn ein Ausfallen und Verschwinden hatte dann 
auch in dem genau so wie die anderen Extrakte hergestellten 
Vogelleberextrakt stattfinden miissen. 


Tabelle III. 


Leber von der Katze. 











Zusatz von 1 mg Harnsdéure 
auf 5 ccm Extrakt Leerversuch 
——' Gefunden Harnséure in mg | Gefunden Harnsdéure in mg 
ag ‘ ‘ Mittel- ; : Mittel- 
wert wert 
1 0,93 0,76 0,85 0,13 — 0,13 
2 1,07 1,005 1,04 0,39 0,33 0,36 
dD 1,08 0,93 1,01 0,36 0,35 0,36 
5 1,06 0,94 1,00 0,37 0,33 0,35 
6 0,61 0,54 0,58 0,20 0,15 0,18 
7 0,18 0,16 0,17 0,09 -— 0,09 
8 Spur Spur Spur 0 0 0 

















Die teilweise ungewohnlich grofen Differenzen, die sich 


zwischen den einzelnen Parallelbestimmungen der Tabelle VIII 
finden, sind wohl durch die hier besonders stark vorhandenen 
Gerinnungsprozesse in der Fliissigkeit bedingt gewesen. Immer- 
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Tabelle IV. 


Leber von der Katze. 
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Zusatz von 1 mg Harnsiure 
ee auf 5 ccm Extrakt Leerversuch 

ia Gefunden Harnsdure in mg cernaen Harnsiure in mg 
1 | P | Mittel- 1 9 Mittel- 

| wert werl 

1 102 | 0,95 0,99 0,31 | 0,19 0,25 

2 0,84 | 0,77 0,81 0,30 | 0,29 0,30 

4 0,98 | 0,76 0,87 0,45 0,40 0,43 

5 0,75 | 0,75 0,75 0,37 0,34 0,36 

6 0,66 | 0,63 0,65 0,28 0,25 0,27 

7 039 | 0,36 0,38 0,10 0,095 0,10 
8 Spuren | Spuren | Spuren | Spuren | Spuren | Spuren 
9 0,16 | Spuren 0,16 Spuren | Spuren | Spuren 
14 0,12 | Spuren 0,12 Spuren | Spuren | Spuren 

Tabelle V. 
Leber von der Katze. 
Zusatz von 2 mg Harnsiure 
auf 5 ccm Extrakt Leerversuch 

Versuchs- Gefunden Harnséure in mg Gefunden Harnsiiure in mg 
tag . , Mittel- ; : Mittel- 
wert wert 

1 168 | 1,61 1,65 0,31 ne 0,31 

2 1,30 1,28 1,29 0,25 0,19 0,22 

3 1,15 1,12 1,14 0,40 0,37 0,39 

6 0,82 0,74 0,78 0,25 0,25 0,25 

7 0,74 0,68 0,71 0,27 0,25 0,26 

8 0,24 0,20 0,22 0,10 - 0,10 
10 Spuren | Spuren | Spuren | Spuren | Spuren | Spuren 

17 0 0 0 0 0 0 




















hin zeigen die Versuchsresultate, daB im Harnséureextrakt 
keine deutliche Harnsdurezerstérung stattgefunden hatte, wohl 
aber im Leerextrakt eine deutliche Zunahme zu _ konsta- 


tieren war. 
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Tabelle VI. 


Leber vom Hund. 





Zusatz von 2 mg Harnséure 
— auf 5 ccm Extrakt Leerversuch . 

va omens Harnsaure —— Gefunden Harnsiure be - 
8 , ittel- 
1 | 2 wert 1 2 wert 

1 1,75 1,64 1,70 0,48 0,40 0,44 

2 1,55 1,54 1,55 0,27 0,25 0,26 

3 1,14 1,14 1,14 0,24 0,17 0,21 

8 0,36 0,35 0,36 0,37 0,29 0,33 

9 0,34 0,21 0,28 0,17 0,17 0,17 
11 Spuren | Spuren | Spuren | Spuren | Spuren | Spuren 














Tabelle VII. 


Leber vom Kaninchen., 








nn EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEETE________________________________________ 





Zusatz von 2 mg Harnséure 
auf 5 ccm Extrakt Leerversuch 
iota Gefunden Harnsaéure in mg Gefunden Harnsdure in mg 
a6 | Mittel- Mittel- 
i 2 wert 1 . wert 
1 1,60 1,59 1,60 0,23 0,23 0,23 
2 1,59 1,51 1,55 0,21 — 0,21 
9 0,73 0,70 0,72 0,38 — 0,38 
10 0,32 0,28 0,30 0,10 0,10 0,10 
30 Spuren | Spuren | Spuren 0,21 Spuren 0,21 
32 0,19 0,08 0,14 0,10 0,06 0,08 




















Zweite Versuchsreihe. 


Einflu8 der Luftdurchleitung auf die Harnsaurezerstorung in 
Leberextrakten. 


Da wir bei unseren ersten Versuchen mit Leberextrakten, 
die unter Luftabschlu8 mehrere Tage sich selbst tiberlassen 
wurden, auBer bei dem Extrakt aus Vogelleber keine Harn- 
siiurebildung einwandsfrei hatten feststellen kénnen, sondern 
immer nur eine deutliche Zerstérung beobachtet hatten, 
versuchten wir mittelst Luftdurchleitung durch die Extrakte 
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Tabelle VIII. 


Leber von Végeln. 

















Zusatz von 2 mg Harnsaure 
. auf 5 ccm Extrakt Leerversuch 
— Gefunden Harnséure in mg Gefunden Harnsiure in mg 
a8 1 | og | Mittel- et oe Mittel- 
7 | wert wert 
1 161 | 1,57 | 41,59 0,61 | 0,55 0,58 
4 1,72 | 1,65 1,69 0,76 | 056 0,66 
1B 151 | 124! | 1,38 0,65 0,61 0,63 
6 143 | 1,44 142 | -061 0,58 0,60 
8 1,75 | 1,61 1,68 0,67 0,67 0,67 
15 1,75 | 1,42! 1,59 0,92 | 0,84 0,88 
18 1,77 | 1,03! 1,40 1,23 0,72! 0,98 











zum Ziel, d. h. zu einer einwandsfreien Harnsaurebildung, zu 
gelangen. Spielt doch die Luftdurchleitung in friiheren Ver- 
suchen tiber Harnsiurebildung in Organextrakten eine geradezu 
integrierende Rolle. Um auch eine etwaige Harnsaurezer- 
stOrung unter dem Einflu8§ der Luftdurchleitung festzustellen, 
verfuhren wir zundichst so, daf wir wieder mit Harnsaure 
versetzte Extrakte und Leerextrakte nebeneinander, ganz wie 
in der ersten Versuchsreihe herstellten. Die Flaschen, in denen 
die Extrakte sich befanden, wurden sodann mit einer Saug- 
pumpe verbunden und ein kriiftiger Luftstrom durchgesaugt 
(Toluol wurde auch bei diesen Versuchen zugegeben). Die 
Luftdurchleitung erfolgte bei gew6hnlicher Temperatur. 

Die Resultate dieser Versuche sind aus Tabelle IX und X 
ersichtlich. Auch mit Hilfe der Luftdurchleitung gelang es nicht, 
in Leberextrakten aus préiformiertem Purinmaterial eine Harn- 
siurebildung hervorzurufen. Wohl aber hatte die Luftdurch- 
leitung einen auferordentlich stark beschleunigenden Einflub 
auf die Harnsiiurezerstérung, wie ein Vergleich der Tabelle IX 
und X einerseits, und der Tabellen V bis VII anderseits ohne 
weiteres erkennen Jat. So ist der Harnsiuregehalt bei dem 
in Tabelle IX verzeichneten Versuch in dem mit Harnsaure 
versetzten Extrakt unter dem Einflu8 21stiindiger Luftdurch- 
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Tabelle IX. 


Leber vom Hund. 
Zwischen der ersten und zweiten Bestimmung 21 St. Luftdurchleitung. 


EEE EEE 


Zusatz von 2 mg Harnsiure 








=e auf 5 ccm Extrakt Leerversuch 
Versuchs- Gefunden Harnsiure in mg | Gefunden Harnsiure in mg 
lag | | Mittel- | Mittel- 
! | wert 1 | 2 | wert 
1 154 | 1,51 | 1,53 0,21 _ 0,21 
2 0,28 | 026 | 027 0,06 = 0,06 
| 





Tabelle X. 





Leber vom Hund. 


Zwischen der ersten und zweiten Bestimmung 28 St. Luftdurchleitung ; 
zwischen der zweiten und dritten Bestimmung 17 St. Luftdurchleitung. 











Zusatz von 2 mg Harnsiéure 
: auf 5 ccm Extrakt Leerversuch 
Versuchs- Gefunden Harnséure in mg | Gefunden Harnsiéure in mg 
lag | | Mittel- | Mittel- 
1 | 2 1 | 
| | wert | wert 
1 1,65 148 | 1,57 0,25 0,23 0,24 
2 0,72 0,70 | 0,71 Spuren | Spuren | Spuren 
3 0,12 | Spuren 0,12 Spuren | Spuren | Spuren 











leitung bereits am zweiten Versuchstag zu einem Werte her- 


untergegangen, 


der in dem Versuch der Tabelle VI erst am 


9. Tage erreicht wird. Selbst in dem Leerextrakt ist der Harn- 
siiure zerstorende Einflu8B der Luftdurchleitung deutlich. 


Dritte Versuchsreihe. 


Zusatz von Purinbasen zu Leberextrakten. 


Nachdem unsere, Versuche, eine Harnsdurebildung in 
Leberextrakten aus Stoffen zu erhalten, die in diesen selbst 
enthalten sind, negativ verlaufen waren, gingen wir dazu iiber, 
einige Versuche unter kiinstlichem Zusatz von Purinbasen vor- 
zunehmen. Wir verwandten Guanin und Adenin, die in geringen 
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Konzentrationen, nachdem sie in Lésung gebracht worden 
waren, den sonst auf die tibliche Weise bereiteten Extrakten 
zugesetzt wurden. Auch bei diesen Versuchen wurde jeweils 
gleichzeitig ein Leerextrakt hergestellt. 

Besondere Schwierigkeiten machte es uns, bei diesen Ver- 
suchen das Guanin in Lésung zu bringen, denn die Salze 
dieser Base werden durch Wasserzusatz sofort unter Aus- 
fallen des Guanins hydrolytisch gespalten; es gelingt also nicht, 
das Guanin in dieser Form in Lésung zu bringen. Dies kann 
man vielmehr nur durch einen starken Alkali- oder Siure- 
iiberschu8 erreichen, der natiirlich leicht die Fermente zer- 
stéren kann. Wir haben bei unseren Versuchen dem Guanin 
unter Erwarmen in Wasser allmihlich soviel Alkali zugesetzt, 
daB es in Lésung ging. Aber das zugesetzte Alkali reichte 
aus, nach Zugabe des Organauszugs die rote Farbe des Blut- 
farbstoffs sofort in Braun umschlagen zu lassen. Wir haben 
spiter (s. u.) versucht, das Guanin durch tropfenweisen Zu- 
satz von Schwefelsiiure zur Losung zu bringen, aber die ent- 
sprechenden Resultate waren noch weniger ermutigend. Im 
allgemeinen diirfte es sich empfehlen, bei Fermentversuchen 
fiir die Lésung des Guanins das Alkali, als das kleinere Ubel, 
zu wahlen. Weniger Schwierigkeiten machte uns das Adenin, 
das sowohl in Form seines Sulfates leicht in Wasser léslich 
ist, als auch weit weniger Alkali erfordert, wenn man die 
freie Base lésen will. 

Die Resultate dieser Versuche sind aus Tabelle XI bis XIII 
ersichtlich. Mindestens ein sehr weitgehender Ubergang von 
Guanin oder Adenin in Harnsiéure lieB sich auch hier nicht 
nachweisen. In einem Falle allerdings (Tabelle XI) ist in dem 
Guaninextrakt ein Ansteigen des Harnsauregehalts vom 2. bis 
4, Versuchstag zu konstatieren, der wohl auferhalb der Fehler- 
grenzen der Methode liegt (um mehr als 0,3 mg pro 5 ccm) 
und im Leerextrakt vermift wurde. Nachfolgende Luftdurch- 
leitung fiihrte aber wieder zur Zerstérung der geringfiigigen 
neugebildeten Harnsiiuremengen. 

Das negative Resultat des in Tabelle XII mitgeteilten 
Guaninversuchs kann wohl aus dem starken Alkaligehalt des 
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Extraktes erkliirt werden (3 ccm 2-n-NaOH auf 100 ccm Ex- 


trakt). 


Aber auch der in Tabelle XIII verzeichnete Adenin- 


versuch ist in Bezug auf eine Harnsaurebildung negativ ver- 
laufen, obgleich nur 3 ccm 1/10-n-NaOH zur Neutralisation der 
Schwefelsiiure des Adeninsulfats zugesetzt worden waren und 
keine Veriinderung der Farbe des Extraktes auftrat. 





Tabelle XI (Guaninversuch). 


Leber von der Katze. 
Zwischen dem 4. und 5. Versuchstag 24stiindige Luftdurchleitung. 





Zusatz von 40 mg Guanin 
auf 100 ccm Extrakt in 


EE ————————— 


Leerversuch 
Zusatz von 6 ccm 4/:0-n-NaOH 
auf 100 ccm Extrakt 








Versuchs-| 6 ccm ‘10-n-NaOH gelést 
tag Gef. Harnsiure in mg in 5 ccm. | Gef. Harnsiure in mg in 5 ccm 
9 Mittel- Mittel- 

J wert . wert 

1 0,14 Spuren 0,14 0,10 Spuren 0,10 

2 0,22 0,17 0,20 0,09 is 0,09 

4 0,59 0,53 0,56 0,18 0,10 0,14 

F x kaum 

5 0,17 0,12 0,15 Spuren _— _— 

















Tabelle XII (Guaninversuch). 


Leber von der Katze. 


Zwischen dem 6. und 7. Versuchstag 21 stiindige Luftdurchleitung ; 
zwischen dem 7. und 8. Versuchstag 23stiindige Luftdurchleitung. 


Cn _________ 
Zusatz von 40 mg Guanin 
auf 100 ccm Extrakt in 
3 cem 2-n-NaOH gelést 


Leerversuch 








Zusatz von 3 ccm 2-n-NaOH 
auf 100 ccm Extrakt 














Versuchs- 
tag Gef. Harnsiure in mg in 5 ccm | Gef. Harnsdure in mg in 5 ccm 
i 9 Mittel- 1 9 Mittel- 
wert wert 
1 0,20 0,17 0,19 0,17 0,15 0,16 
2 0,23 0,17 0,20 0,18 0,18 0,18 
3 0,13 Spuren 0,13 0,14 0,12 0,13 
5 0,18 0,10 0,14 0,10 0,10 0,10 
6 Spuren | Spuren | Spuren | Spuren | Spuren | Spuren 
7 0,13 e 0,13 in ” i 
8 Spuren n Spuren mA eI es 
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Tabelle XIII (Adeninversuch). 


Leber vom Hund. 
i | 








Zusatz von 40 mg Adeninsulfat 
und 3 ccm '/:o-n-NaOH auf Leerversuch 
Versuchs- 100 ccm Extrakt 
tag Gef. Harnsaiure in mg in 5 ccm | Gef. Harnsiure in mg in 5 cem 
| Mittel- | Miltel- 
1 9 itte 1 9 ittel 
wert wert 
1 Spuren | Spuren | Spuren 0,22 0,14 0,18 
0,41 | 0,28 0,35 0,37 0,32 0,35 
6 023 | O14 0,19 0,30 0,21 0,26 




















Vierte Versuchsreihe. 


Versuche mit Rindermilz. 


Wir haben nun weiterhin noch einige Versuche iiber das 
Verhalten der Harnsiure gegen Milzextrakte angestellt. Diese 
Versuche schienen uns umso unerliaflicher zu sein, als die 
Milz ja in friiheren Versuchen tiber Harnsaurebildung in Organ- 
extrakten eine besonders wichtige Rolle gespielt hat. Beziehen 
sich doch Horbaczewskis Untersuchungen iiber Harnsiure- 
bildung in erster Linie auf Milzpulpa. 

Fiir unsere Untersuchungen verwandten wir die Milz des 
Rindes, da die Milz der Tiere, deren Lebern wir friiher ver- 
arbeitet hatten, zu klein fiir die Herstellung von Extrakten 
sind. Die Herstellung der Milzextrakte geschah ihnlich wie 
bei den Leberextrakten: Nachdem die Milzkapsel abpripariert 
war, wurde das Parenchym durch die Fleischhackmaschine 
gehen lassen, wobei sich Pulpa und Trabekelwerk gut von ein- 
ander trennten. Der Pulpabrei wurde mit Wasser extrahiert 
wie bei den Leberversuchen; bei dem ersten Versuche (Ta- 
belle XIV) wurde mit der gleichen Menge, bei den folgenden 
Versuchen mit der doppelten Menge Wasser, als das Gewicht 
des Breies betrug, versetzt. 

Eine deutliche Harnséurebildung lieB sich bei allen unseren 
Milzversuchen nachweisen. Der erste Versuch (Tabelle XIV) 
wurde unter Zusatz von Xanthin und Hypoxanthin, sowie unter 
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Luftdurchleitung und bei einer Temperatur von 40—45°, an- 
gestellt. Eine Harnsiureneubildung trat sowohl im Xanthin-, 
wie auch im Hypoxanthin- und Leerextrakt auf. Im Xanthin- 
extrakt war eine gewisse Mehrbildung von Harnsiure gegen- 
iiber den anderen Extrakten vorhanden. Sehr erheblich war 
der Unterschied aber nicht. Der Hypoxanthin- und Leerver- 
such wiesen jedenfalls keinen bemerkenswerten Unterschied 
in ihrem Harnsiuregehalt untereinander zu Ende des Ver- 
suches auf. 

Ahnlich verlief ein Versuch mit Guanin- und Adeninsulfat 
(Tabelle XV), der ebenfalls unter Luftdurchleitung und bei 
Brutofentemperatur vor sich ging. Er verlief iibrigens bei 
einem leichten Grade von Faulnis, da in diesem Falle das 
Taluol weggelassen wurde und statt dessen je 5 cem Maschinenol 
zur Vermeidung des liastigen Schiumens bei der Luftdurchleitung 
zugesetzt wurden. Dabei stieg im Adenin- und Leerextrakt 
die Menge der Harnsiiure zweifellos an, sogar, allerdings inner- 
halb der Versuchsfehler, im Leerextrakt etwas mehr als im 
Adeninextrakt. Im Guaninextrakt blieb, innerhalb der Fehler- 
grenzen, die Menge der Harnsaure gleich, was wohl auf eine 
Vergiftung der Fermente durch die zugesetzte Schwefelsiure 
zu beziehen ist. 

In einem dritten Versuche nun (Tabelle XVI), haben wir 
einen Milzauszug unter denselben Bedingungen, unter Harn- 
siurezusatz (in Li,CO,-Lésung), tagelang stehen lassen wie 
die Leberextrakte der ersten Versuchsreihe. Bei AusschluB 
von Fiéulnis (Toluolzusatz) und ohne jede Luftdurch- 
leitung und bei Zimmertemperatur lief sich hier, mindestens 
im Leerextrakt, eine deutliche Harnséure bildung nachweisen. 
Hingegen ist die HarnséiurezerstOrung in dem mit Harn- 
siiure versetzten Extrakt mindestens viel geringer als in den 
Leberextrakten; nach einigen Schwankungen des Harnsaure- 
gehaltes nach oben und unten wurde er am 7. Versuchstage 
noch ungefiihr gleich hoch gefunden wie sofort nach dem An- 
setzen des Extraktes. 

Wir haben an dieser Stelle unsere Versuche abgebrochen 
und haben die Absicht, sie gelegentlich systematisch fortzu- 
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Tabelle XIV. 


Milz vom Rind. 
(Xanthin- und Hypoxanthinversuch.) 


-—-s 
— 


Zwischen der ersten und zweiten Bestimmung 4stiindige, 
zwischen der zweiten und dritten Bestimmung 7 '/: stiindige Luftdurch- 
leitung bei 40—45°. 


LE E——————————————————————————————— eee 


Zusatz von 40 mg 
Xanthin in 4 ccm 





Zusatz von 40 mg 
Hypoxanthin in 
2.5 ccm '/10-n-NaOH 





Leerversuch 














Ver- | ‘/to-n-NaOH gelost | gelist auf 100 ccm 
suchs-| auf 100ccm Extrakt Extrakt 
tag | Gefunden Harnsdure | Gefunden Harnsdure | Gefunden Harnsaure 
: in mg in 5 ccm in mg in 5 ccm in mg in 5 ccm 
4 |g «| Mittel- | 4 |Mittel-] , | 4 |Mittel- 
1 | 2 | wert / | 2 | wert / | Q wert 
ta.m| 0,77 | 0,77 | 0,77 0,56 | 0,35 | 0,46 | 0,81 | 0,70 | 0,76 
2p.m.J 1,55 | 0,87!| 1,21 | 1,54] 1,54 | 1,54 | 1,49 | 1,03 | 1,26 
4 1,75 | 1,74 | 1,75 | 1,55 | 1,13 | 1,34 | 1,40 | 1,23 | 1,32 








Tabelle XV. 


Milz vom Rind. 


(Guanin- und Adeninversuch.) 


Zwischen der ersten und zweiten Bestimmung 10 '/e stiindige Luftdurch- 
leitung bei 40—45°. 





—" 





Zusatz von 60 mg 
Guaninsulfat, mit 
20 Tr. 2-n-H,SO, in 





Zusatz von 60 mg 
Adeninsulfat auf 








———_ 


Leerversuch 




















Ver- Wasser geldst, 100 ccm Extrakt 
suchs- | auf 100 ccm Extrakt 
tae | Gefunden Harnsiure | Gefunden Harnsdure | Gefunden Harnsdure 
7 in mg in 5 ccm | _ in mg in 5 ccm in mg in 5 ccm 
| 4 | Mittel- : Mittel- “| 9 ‘| Mittel- 
1 | 2 | wert ! | 2 wert . | 3 wert 
1 | 051 | 0,43 | 0,47 0,73 | 0,53 | 0,63 | 0,51 | 0,51 | 0,51 
2 | 0,40} 0,39 | 0,40 | 0,83 | 0,71 | 0,77 | 0,90 | 0,84 | 0,87 
setzen. Sie diirften immerhin ein Beleg dafiir sein, daf die 


Folin’sche Methode ein geeignetes Mittel ist, das Verhalten 
der verschiedenen Organextrakte gegeniiber der Harnsaéure zu 


verfolgen. 


Was diese Beziehungen selbst anbetrifft, so haben 


wir die Befunde dlterer Autoren mittels dieser neuen Methode 


teilweise bestatigen kOnnen. 


Namentlich 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCII. 


glauben wir, in 
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Tabelle XVI. 


Milz vom Rind. 
(Harnsdureversuch, keine Luftdurchleitung.) 











Zusatz von 2 mg Harnsdure a 
Ver- auf 5 ccm Extrakt 
suchstag | Gefunden Harnsdure in mg | Gefunden Harnsdéure in mg 
a a wa '|Mittelwer! 1 | 2 \Mittelwert 
1 174 | 1,72 | 41,73 0,62 0,55 | 0,59 
3 155 | 148 | 1,52 0,87 0,83 0,85 
5 206 | 1,94 2.00 1,37 1,16 | 1,27 
7 1,74 | 1,57 | 1,66 1,37 1,10 1,24 
9 1,62 | 1,28! | 1,45 1,04 1,04 1,03 
11 149 | 141 | 1,45 1,24 1,23 1,24 

















unseren Untersuchungen einen neuen Beleg dafiir erblicken zu 
kénnen, da die Leber der Siiuger relativ mehr auf die Zer- 
stérung, die Milz dagegen mehr auf die Bildung der Harnsiiure 
eingestellt ist. 

Nicht uninteressant ist es, daB wir auch beim Luft- 
abschluB8 in Milzextrakten aus praiformiertem Material eine 
deutliche Harnsiiurebildung feststellen konnten. Es miissen 
demnach in den Organextrakten Krifte vorhanden sein, die 
auch ohne Zufuhr gasf6rmigen Sauerstoffs, Oxydationsprozesse 
ermOglichen. Mdéglicherweise spielt hier der an den Blutfarb- 
stoff der Extrakte gebundene Sauerstoff eine Rolle, doch haben 
wir den Eindruck gewonnen, dafi die Harnsiurebildung noch 
eine Zeit lang weiterging, als die urspriingliche rote Farbe 
der Extrakte bereits einem miffarbenen Braun gewichen war, 
so daf wohl der Blutfarbstoff nicht den gesamten verfiigbaren 
Sauerstoffvorrat gebunden hilt. 

DaB wir schlieBlich in Organextrakten, die zweifellos aus 
vorgebildetem Nucleinmaterial Harnsiiure bildeten, also sicher- 
lich die erforderlichen Fermente enthielten, doch durch zu- 
gesetzte Purinbasen mindestens kein sehr erhebliches Mehr an 
Harnsiiure gegentiber den Leerextrakten erzielten, lift immer- 
hin die Frage aufwerfen, ob die freien Purinbasen wirklich 
ausschliefblich iber die Harnsdéure abgebaut werden miissen, 
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bezw. ob der Abbau der Nucleinséuren zur Harnsiure not- 
wendig tiber die freien Purinbasen geht, und ob hier nicht viel- 
mehr noch unbekannte Zwischenprodukte eine Rolle spielen 
kénnen. Daf hier die Glycoside der Purinbasen in Betracht 
kommen, ist wenig wahrscheinlich, da wenigstens bei den 
tierischen Nucleinséiuren die Purinbasen auferordentlich locker 
an die Glukalgruppe gebunden sind. 

SchlieBlich ist ja auch die alleinige Herkunft der Harn- 
siure aus den Nucleinsiiuren keineswegs bewiesen. Daf sie 
im Vogelorganismus synthetisch entsteht, ist seit langem be- 
kannt, aber es fehlt auch nicht an Versuchen, die fir eine 
Synthese der Harnsiure im Séugetierorganismus sprechen 
(Wiener). Auch klinische Stoffwechseluntersuchungen lassen 
an solche Moglichkeiten denken. So teilt Umber in seinem 
, Lehrbuch der Ernihrung und der Stoffwechselkrankheiten‘ 
(1909, S. 270) Beobachtungen an einer Gichtkranken mit, die 
21/2 Jahre lang bei vOllig purinfreier Kost beobachtet wurde und 
nach 11/2 Jahren noch 0,122 g Purinstickstoff taglich ausschied. 
Das wiren, auf Harnsiure umgerechnet, 0,366 g pro die und 
ca. 133 g Harnsiure pro Jahr; in 21/2 Jahren also 333 g. Der- 
artige Mengen nur aus dem Purinvorrat des Organismus her- 
leiten zu wollen, diirfte wohl nicht gut mdglich sein. Viel- 
leicht kann gerade fiir die Beantwortung dieser noch ziemlich 
ungeklirten Fragen die Folin’sche Methode, die, wie wir 
gezeigt haben, recht geringe Schwankungen des Harnsaure- 
gehaltes in Organextrakten registriert, noch gute Dienste 
leisten. 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, auch an dieser Stelle 
Herrn Prof. Steudel fiir die Anregung zu dieser Arbeit und 
fiir seine mannigfache liebenswiirdige Hilfe bei der Abfassung 
derselben meinen herzlichsten Dank auszusprechen. 
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Beitrage zur Kenntnis des Betains. 
Von 
Hugo Stoltzenberg. 





Mit 4 Kurven, 14 Abbildungen im Text und 2 Tafeln. 





(Der Redaktion zugegangen am 20. Juli 1914.) 


Trotz des grofen Interesses, das der Gewinnung und 
Verwertungsmoglichkeit des Betains, des wichtigsten stickstoff- 
haltigen Abfallproduktes der Rtibenzuckerfabrikation, heute ent- 
gegengebracht wird, ist die Kenntnis von den physikalischen 
und chemischen Eigenschaften dieses Korpers sehr liickenhaft. 
Vorliegende Arbeit soll diesen Mangel beseitigen helfen. Ich 
hoffe durch Beschreibung und néhere Charakterisierung der 
Verbindungen des Betains, die bisher zur Darstellung und zum 
analytischen Nachweis des Betains benutzt wurden, auch denen 
von Nutzen zu sein, die sich mit der Gewinnung von Betain 
beschiéftigen. Besondere Aufmerksamkeit habe ich der krystallo- 
graphischen Untersuchung der Betainderivate zugewandt, weil 
dem krystallographischen Studium cyklischer, aliphatischer Ver- 
bindungen in neuester Zeit besonderes Interesse geschenkt wird.') 


A. Allgemeiner Teil. 


I. Léslichkeit, Lésungswairme, Krystallwassergehalt, 
Hygroskopizitéat und Geschmack. 


Uber die Léslichkeit von Betain in Wasser findet sich 
in der Literatur nur eine Angabe von Scheibler,*) nach der 
eine bei 25° gesiittigte, wisserige Lésung einen Gehalt von 





*) P. Groth, Ringbildung und Kristallstruktur, Ber., Bd. 47, S. 2063 
(1914). 
*) Ber., Bd. 2, S. 292 (1869). 
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61,8°/o (d. i. 100 g W. 1. 161,7 g Bet.) an wasserfreier Base 
besitzen soll. Ich bestimmte die Loéslichkeit in Wasser sowie 
liber Kalk destilliertem Methyl- und Athylalkohol. Es ergaben 
sich die spater angegebenen Ldslichkeitskurven. Sie zeigen, daB 
sich bei 20° in Wasser fast zwanzigmal so viel Betain lést als 
in Athylalkohol. Bei der Extraktion des Betains aus wasserigen 
Lésungen z. B. Schlempe ist hierauf durch mehrfaches Extra- 
hieren Riicksicht zu nehmen.') Betain besitzt ein ausge- 
sprochenes Krystallisationsverm6gen in den erwaéhnten Losungs- 
mitteln, soda es nur einer Temperaturerniedrigung um wenige 
Grade bedarf, um es in krystallinischer Form auszuscheiden. 

Die Lésungswairme von wasserfreiem Betain in Wasser 
betrigt 1385 cal. 

Betain krystallisiert nur aus vollig wasserfreiem Alkohol 
ohne Krystallwasser, weniger konzentriertem entzieht es das 
Wasser, um mit 1 Molekiil Wasser auszufallen. Die Krystall- 
gestalt beider Formen sowie die der tbrigen in dieser Arbeit 
beschriebenen Verbindungen ist von Herrn cand. min. Riedel 
untersucht worden. Seiner steten, giitigen Bereitwilligkeit sei 
bestens gedankt. 

Die Angaben von Herrn Fritz Albers,?) da reines 
Betain kaum hygroskopisch sei, kann ich vollauf bestitigen. 
Wasserfreies Betain nimmt an der Luft rasch ein Molekiil 
Wasser auf, um dann konstant zu bleiben. Geringe Verun- 
reinigungen, namentlich an organischen Séuren, machen Betain 
hygroskopisch. Zersetzungsprodukte tiben denselben Einfluf. 
Eine Menge von 250 g Betain, die durch fiinf Stunden langes 
Erhitzen bei 140—150° im Olbade entwiissert worden war, 
zeigte einen unangenehmen, pyridinartigen Geruch und war 
stark hygroskopisch. 

Nach Scheibler*) schmeckt Betain siiBlich kihlend. Dem 
wasserfreien Betain fehlt der kiihlende Geschmack, denn Betain 
lost sich in Wasser unter Warmeentwicklung; auferdem be- 





') S. hierzu Ber., Bd. 46, S. 563 (1913). 

*) Fritz Albers, Die Zersetzung des Betains durch Atzkali, Disser- 
tation Hannover 1912, S. 11, und Chem. Ztg., Bd. 37, S. 1533 (1913). 
3) Ber., Bd. 2, S. 202 (1869). 
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saBen alle von mir untersuchten Proben neben dem siiBen 
Vor- einen bitterlichen Nachgeschmack. 


Il. Molekiilverbindungen des Betains. 


Das Krystallwassermolekil des Betains kann leicht durch 
Wasserstoffsuperoxyd ersetzt werden. Die ersten Angaben iiber 
diese Verbindung machte S. Tanatar.!) Man braucht nur 
Betain mit 30°/oigem Wasserstoffsuperoxyd im Vakuum bei 
etwa 50° oder im Vakuum-Exsikkator einzuengen, um zu schén 
ausgebildeten Krystallen der Verbindung C,H,,O,N; H,O, zu 
kommen, die allerdings leicht verwittern. U. Stanek und 
Gedeon Richter erwihnen im Ver. St. P. 1045451'), dab 
man die Verbindung durch Zusatz geringer Mengen von Salzen 
organischer oder anorganischer Sauren z. B. Natrium- oder 
Kaliumbisulfat festigen kénne. 

Interessant ist, daB man das Kristallwassermolekiil auch 
bei dem weiter unten beschriebenen basischen Hydrochlorid 
(C,H,,O.N),HCIH,O durch H,O, ersetzen kann und daf diese 
Verbindung grofe Bestindigkeit besitzt, weil der saure Stabi- 
lisator im Molekiil enthalten ist. 

Versuche, das Krystallwasser durch Schwefelwasserstoff 
zu ersetzen, hatten keinen Erfolg. Beim Einleiten von H,S in 
die wissrige Lésung erhalt man Bet. H,O und beim Ubergiefen 
von wasserfreiem Betain mit fliissigem Schwefelwasserstoff 
wasserfreies Betain zuriick. 

Verbindungen von aromatischen Aminen z. B. Anilin und 
Monomethylanilin mit wasserfreiem Betain konnten aus absolut- 
alkoholischer Lésung nicht erhalten werden. 


III. Verbindungen des Betains mit den Halogen- 
wasserstoffséuren. 


Den bekannten Verbindungen Bet - HCI, Bet . HBr, Bet - HJ 
und Bet,HJ wurden die Formen Bet - 2HF, Bet . HF, (Bet),HC1 - 





*) Siehe hierzu Chem. Ztg., 1913, Rep. Nr. 27/29, S. 139. Her- 
stellung fester, haltbarer Verbind. von H,O,. V1. Stanek, Prag, und 
Chem. Fabr. Gedeon Richter, Budapest. 
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H,O und (Bet),HBr angereiht. Die Existenz von Bet - 2HCl wurde 
in Liésung nachgewiesen, sodaB von den Verbindungen des 
Betains mit den Halogenwasserstoffséuren folgende Reihen be- 
kannt sind, 

Saure Salze Bet. 2HF Bet - 2HCI (in Lésg.) 

Einfache «  Bet.HF Bet- HCl Bet. HBr Bet - HJ 
Basische « —— (Bet),HCl-H,O (Bet),HBr (Bet),HUJ. 

An dieser Stelle sei auf eine Gesetzmafigkeit beziiglich 
des Krystallwassergehaltes der Hydrohalogenide der Betaine 
hingewiesen. Wihrend die einfachen Salze kein Krystallwasser 
besitzen, enthalten von den basischen die Hydrochloride stets, 
die Hydrobromide selten und die Hydrojodide niemals Krystall- 
wasser. 

Zur Formulierung der einfachen Siéiureverbindungen nahm 
man bisher fast allgemein an, daf unter Aufspaltung des Betain- 
ringes eine Anlagerung des Halogens an den Stickstoff und 
eine Bindung des Wasserstoffs an die CO-Ogruppe erfolge. 
P. Pfeiffer) tibertrug dieselbe Formulierung auf die einfachen 
Halogenalkaliverbindungen, von denen Bet - KBr - 2H,O, Bet - 
KJ - 2H,O, Bet - BaBr, . 4H,0 undBet - BaCl, - 4H,O bekannt sind. 

Auf die basische Reihe wandte bereits J. W. Brihl?) 
diese Formulierung an unter der Voraussetzung, daf je zwei 
Betainmolekiile in salzartiger Bindung stehen. Eine Salzver- 
bindung ist auch hier bekannt und hat von R. Willstitter?) 
und P. Pfeiffer*) dieselbe strukturelle Deutung erfahren. 
(Bet), - KJ - 2H,0. 

Ich vermag mich den obigen Anschauungen nicht vollig 
anzuschlieBen. Die Briihl-Willstatter-Pfeiffersche Formu- 
lierung der basischen Reihe erklart nicht, warum nur Verbin- 
dungen mit 2 Molekiilen Betain zu erhalten sind. Man sollte 


‘) Eine etwas verschiedene Formel entwickelte Alfred Werner, 
Ber., Bd. 36, S. 147 (1903). 

*) Ber., Bd. 9, S. 40 (1876). 

5) Ber., Bd. 35, S. 599 (1902). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 85, S. 1. Schon vor Pfeiffer wurden diese 
Salze so formuliert, aber P. kommt das Verdienst zu, die Formel ein- 
gehend gestiitzt zu haben. 
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vielmehr erwarten, daf ahnlich wie bei den Polypeptidketten 
eine beliebige Zahl von Betainmolekiilen aneinandergereiht 
werden kénnte. Auch erscheint unwahrscheinlich, daB das Betain 
als ein ringformig gebundenes essigsaures Ammoniumsalz sich 
mit einem Alkalihalogenid zu essigsaurem Alkali und Ammo- 
niumhalogenid umsetzen soll. Zusatze von Chlorkalium zu 
Betainldsungen bewirkten auch nicht die geringste Wirme- 
ténung, die auf eine Salzbildung schliefen liefe. 

Ich glaube, dai die neueren Anschauungen iiber das 
Wesen der chemischen Bindung, die in der Valenz keine ge- 
richtete Einzelkraft sondern ein Kraftlinienfeld erblicken, das 
durch Additionsvorginge eine Abschwiichung unter Abgabe 
von Kraftlinien erfahren kann, auch auf diesem Gebiete brauch- 
bare Erklarungen geben kénnen.') Unter diesem Gesichtspunkte 
wiren die einfachen Séure- und Salzverbindungen des Betains 
wie bisher zu formulieren, doch mit der Abanderung, daB8 die 
Bindung zwischen Wassertoff bezw. Metall und Halogen bis zu 
einem gewissen Grade erhalten bliebe. Z. B. 


CH, - CO: 0--- CH, - CO - O.----Me 
| ff | Fi 
a o_o Cl 
IN, / | 

CH, CH, CH, CH, CH, CH, 


Die basischen Salze wiirden folgenden Formeln entsprechen: 
CH, -CO-O-N-CH,-CO- O.--.-H (resp. Me) 
| Ly ar 


Ein wesentlicher Unterschied zwischen der eben empfohlenen 
und der alten, der Wernerschen, sowie der Pfeifferschen 
Auffassung besteht in der Ringstruktur. Diese Auffassung erklirt 
durch die Annahme der Stabilitét bestimmter Ringformen, 
warum nur zwei Molekile Betain sich mit einem Molekiil 
Halogenwasserstoff oder den entsprechenden Neutralsalzen ver- 
einigen. Sie erklart ferner, warum die Verbindungen leicht 
hydrolytisch gespalten werden. 





1) J. Gadamer, Journ. prakt. Chem., Neue Folge, Bd. 87, S. 312 
(1912/13), Uber die Racemisation der Tropasdure. S. auch: Die Valenz- 
lehre, Dr. Hugo Kauffmann, Stuttgart 1911, Verlag von Enke. 
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Es ist bekannt, daB Fluor- und Chlorwasserstoff Neigung 
zur Komplexbildung besitzen und bisweilen bimolekular auf- 
treten.!) Diese Neigung tritt auch in Verbindungen dieser 
Séuren mit Betain zutage. 

Die Existenz eines festen Bet2HF konnte ich nachweisen, 
fiir ein Bet2HCl in Lésung spricht die Tatsache, daB die Lés- 
lichkeit von BetHCl in konzentriert salzsaurer Lésung etwas 
hdher ist als die in Wasser, und der Umstand, daB eine bei 
0° gesattigte Salzséure nach Zusatz von Betainhydrochlorid 
nochmals Chlorwasserstoff aufnimmt und zwar fast genau so 
viel wie sich fiir Bet-++2HCl berechnen wiirde. 


Léslichkeitsverhaltnisse der Hydrohalogenide. 


Die Léslichkeiten des einfachen Hydrochlorids, -bromids 
und -jodids liegen bei — 10° dicht beisammen. Das Steigerungs- 
verhiltnis ist besonders bei héheren Temperaturen fast kon- 
stant und nimmt in der Reihenfolge Chlorid, Bromid, Jodid 
zu. Bei tiefen Temperaturen scheint sich das Léslichkeitsver- 
hiltnis umzukehren, sodaf das Jodid das schwerstlésliche wird. 
Mangel an Material erlaubte bei den basischen Salzen nur 
die Aufstellung der Léslichkeitskurve fiir das basische Jodid, 
wahrend beim Chlorid und Bromid nur 2 Punkte bei 0° be- 
stimmt wurden. Hier ist das Bromid das leichtestlésliche, dann 
folgen das Chlorid und Jodid. Ein Vergleich zwischen dem 
normalen und basischen Jodid zeigt, daB das basische Jodid 
schwerer léslich ist als das normale und daB das Steigerungs- 
verhiltnis bei dem basischen wiichst, wahrend es bei dem 
einfachen konstant bleibt. 


IV. Goldsalze des Betains. 


Die goldchloridchlorwasserstoffsauren Salze des Betains 
sind bereits eingehend von E. Fischer?) und R. Will- 
stitter®) untersucht worden. Diese Forscher fanden, daf 


1) Alfred Werner, Neuere Anschauungen auf dem Gebiete der 
anorganischen Chemie, 3. Aufl., S. 278. Vieweg, Braunschweig. 

*) Ber., Bd. 35, S. 1593—95 (1902). 

’) Ber., Bd. 35, S. 2700—03 (1002). 
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beim Krystallisieren aus salzsaurer Losung stets ein rhom- 
bisches Goldsalz der Zusammensetzung BetHAuCl, entsteht, 
das bei 245° (korr. 250°) schmilzt. Beim Eindampfen einer 
verdiinnten, neutralen, sehr schwach sauren oder sehr wenig 
Betain im Uberschu8 enthaltenden Lésung bildet sich ein 
regulires Goldsalz der gleichen Zusammensetzung mit dem 
Schmelzpunkt 200—209 °. — Salze mit zu niedrigem Goldgehalt 
erhalt man nach Willstétter, wenn man bei der Darstellung 
der reguliiren Modifikation aus zu konzentrierter oder zu ver- 
diinnter Lésung krystallisiert, die Krystalle laingere Zeit mit 
der Fliissigkeit in Bertihrung ]&Bt, wenn man das reguliire 
Salz aus reinem Wasser umkrystallisiert, namentlich bei An- 
wendung konzentrierter Lésungen sowie bei Zusatz von Betain 
oder Betainhydrochlorid. 

Die bei den Hydrohalogeniden des Betains gefundenen 
basischen Verbindungen liefen ahnliche Verbindungen auch bei 
den Goldhalogenidhalogenwasserstoffsduren vermuten. Ein Zu- 
satz von Betain zu einer Lésung des rhombischen Goldsalzes 
in Wasser bewirkt die Fallung eines schwer ldslichen, regu- 
lir krystallisierenden Goldsalzes von der Zusammensetzung 
(Bet), HAuCl,H,O, die ganz der des basischen Hydrochlorids 
(Bet),HCIH,O entspricht. Die Léslichkeitskurven des rhom- 
bischen und des basischen Salzes sind auf Kurventafel 3 ver- 
zeichnet. Sie zeigen, daf das rhombische Salz bei allen Tempe- 
raturen fast dreimal so leicht léslich ist als das basische. Das 
einfache regulire Salz diirfte noch leichter léslich sein wie das 
rhombische. Der Schmelzpunkt des basischen Salzes liegt bei 
169°. Die Existenz dieser Verbindung und ihre Schwerloslich- 
keit erklaren, warum bei der Darstellung der reguliren Ver- 
bindung BetHAuCl, unter besonderen VorsichtsmaBregeln ge- 
arbeitet werden mu8 und warum es bei der Herstellung der 
Goldsalze von Betainen ratsam ist, aus saurer Lésung zu 
krystallisieren. Photogramme der Krystalle und kurze Erliute- 
rungen finden sich im praktischen Teil dieser Arbeit. 

Um die Reihe der Goldverbindungen des Betains zu ver- 
vollstaéndigen, wurde die Verbindung von Betain mit Gold- 
chlorid dargestellt. Sie fallt auf Zusatz von Betainlésung zu 
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einer wasserigen Goldchloridlésung als schwerldslicher, lehm- 
gelber Niederschlag von der Zusammensetzung BetAuCl, und 
ist als die erste schwerldsliche Salzverbindung des Betains 
von Interesse. 

Da bei dem basischen Hydrochlorid (Bet),HCl, H,O und 
Hydrobromid (Bet),HBr Unterschiede in der Zusammensetzung 
und Art des Ausfallens beobachtet worden waren, war die 
Frage von Interesse, ob die Verbindungen des Betains mit 
Goldchloridchlorwasserstoffsiure und Goldbromidbromwasser- 
stoffsiure analoge Unterschiede aufwiesen. Mit der Gold- 
bromidbromwasserstoffsiure konnte ein einfaches und ein 
basisches Salz erhalten werden, von denen das aus saurer 
Lo6sung gewonnene einfache leichter léslich ist. Es besteht aus 
glinzenden Blattchen, die im auffallenden Lichte schwarz- 
braune, im durchfallenden tiefrote Farbe zeigen. Die Zu- 
sammensetzung der Verbindung ist BetHAuBr,. Das auf Zusatz 
von Betain ausfallende, viel heller sattrot gefarbte, glanzlose, 
basische Salz hat die Zusammensetzung 4 BetHAuBr, -++ Bet, 
krystallisiert ohne Krystallwasser, hat aber eine vom basischen 
Hydrobromid (Bet),HBr vdéllig verschiedene Zusammensetzung. 

Als Resultat ergibt sich, daB bei den Betainen aus der Zu- 
sammensetzung der normalen und basischen Hydrohalogenide 
auf die Zusammensetzung der Goldsalze kein SchluB gezogen 


werden darf. 
Platinsalze des Betains. 


Obschon die Platinsalze des Betains viel leichter léslich 
sind als die Goldsalze, sind sie mehrfach zum Nachweis des 
Betains benutzt worden. Uber ihre Zusammensetzung bestehen 
einander widersprechende Angaben. Bereits Scheibler?’) be- 
obachtete zwei Formen, von denen er annahm, daB sie sich 
nur durch einen Gehalt an Krystallwasser unterschieden. 
O. Liebreich?) beschrieb ein monoklines Platinsalz, das 
4 Molekiile Krystallwasser besitzen sollte, wahrend E. Jahns?) 


') Ber., Bd. 2, S. 293 (1869). 
2) Ber., Bd. 3, S. 162 (1870). 
8) Ber., Bd. 26, S. 1495 (1893). 
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demselben Salz 3 Molekiile Krystallwasser zuschreibt. Nach 
dem letztgenannten Forscher entstehen beim schnellen Ab- 
kiihlen der heif gesittigten Lésung oder beim Fallen mit Al- 
kohol feine Nadeln, die wasserfrei zu sein scheinen, mitunter 
aber wasserhaltiges Salz beigemengt enthalten. Lift man die 
kalt gesattigte Losung tiber H,SO, eindunsten, so erhalt man, 
besonders bei einem geringen Uberschuf an Platinchlorid tafel- 
formige Krystalle, die an der Luft verwittern und 3 Molekiile 
Krystallwasser enthalten. Alfred Koepper') fand in Uber- 
einstimmung mit Jahns, dafB der Wassergehalt des aus ver- 
diinntem Alkohol ziemlich schnell auskrystallisierten Chloro- 
platinates nicht konstant und nur gering ist. R. Willstatter?) 
fand in Ubereinstimmung mit Liebreich, da8 aus konzen- 
trierter Lésung in der Kialte grofe rhombenformige Tafeln mit 
4 Molekiilen Krystallwasser ausfallen. 

Ich fand, da der Gehalt der Lésung an H-Ionen wie 
bei den Goldsalzen wesentlich fiir die Ausbildung der Krystall- 
form ist, und zwar entsteht bei einem molekularen Verhiiltnis 
der Komponenten ein regulires Salz, wihrend bei einem 
Uberschu8 an H-Ionen das monokline Salz erzeugt wird. Das 
regulire, orangegelbe Platinsalz hat die Zusammensetzung 
(Bet),H,PtCl, +- 4 H,O (Schmelzp. 254,5°), das tief orangefarbene, 
monokline die Formel (Bet),H,PtCl, -+- 3H,O (Schmelzp. 255 
bis 60°). Wahrend das regulire Salz luftbestindig ist, verliert 
das zerkleinerte monokline Salz bereits beim Liegen an der 
Luft sein Krystallwasser vollstindig, soda8 man die Krystalle 
sogleich nach dem Abpressen analysieren mui. Die Verbindung 
neigt zur Bildung grofer Krystalle, die auffallend miirbe sind 
und leicht zerdriickt werden kénnen. Wie bei den Goldsalzen 
ist auch hier das aus saurer Lésung erhaltene asymmetrischere 
Salz hdéherschmelzend. 

Krystallisiert man aus einer Lésung, die Betain im Uber- 
schuB enthilt, so entsteht ein basisches Salz der Zusammen- 
setzung 4 BetH,PtCl, +- Bet, das regulir krystallisiert, etwas 
gelbstichiger orange gefirbt ist als das regulire einfache Salz 





1) Ber., Bd, 38, S. 167 (1908). 
2) Ber., Bd. 35, S. 598 (1902). 
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und bei 246° unter Zersetzung schmilzt. Die Zusammensetzung 
des Salzes steht in keiner Analogie zu den iibrigen basischen 
Salzen und kénnte nur mit dem basischen goldbromidbrom- 
wasserstoffsauren Betain 4BetHAuBr, + Bet verglichen werden. 
Der Schmelzpunkt des basischen Salzes liegt auch hier tiefer 
als der der normalen Salze. 

Auf Zusatz von Platinchlorid zu einer Betainlisung ent- 
steht eine in Wasser auferordentlich leicht lésliche, durch 
Alkohol fallbare, lehmgelbe Salzverbindung, die die Zusammen- 
setzung BetPtCl,3H,O aufweist und bei 209° schmilzt. 


V. Verbindungen von Betain mit Phosphorsdédure und 
saurem Calciumphosphat. 


Uber Verbindungen von Betain mit Phosphorsiaure finden 
sich in der Literatur zwei Angaben. C. Scheibler erwdhnt,') 
daf das dreibasisch phosphorsaure Salz wohl charakterisierte, 
schone Krystalle bilde, und K. Andrlick?) beschreibt das ein- 
basische Betainphosphat BetH,PO, als ein leicht in Wasser, 
schwer in Alkohol lésliches, kérnig krystallisierendes Salz, das 
bei 199—200° schmilzt. 

Ich kann die Angaben von Andrlick vollig bestatigen 
und fiige seinen Daten die Léslichkeitskurve und Angaben tiber 
die Krystallform hinzu. Durch Zusatz von Betain konnten mehr- 
basische Salze nicht erhalten werden, vielmehr krystallisierte 
nach dem Abfiltrieren der ersten Phosphatfraktion aus der 
Mutterlauge fast reines Betain. Die Angabe von Scheibler tiber 
die Existenz eines dreibasisch phosphorsauren Betains ist als 
unrichtig aus der Literatur zu streichen. 

Die Verbindungen des Betains mit Phosphorséure und 
saurem phosphorsaurem Calcium hatten fiir mich ein beson- 
deres Interesse, weil nach meinen Angaben durch Mischen und 
Erhitzen von Superphosphat mit Melasseschlempe fabrikmabhig 
ein Diingemittel hergestellt wird, auf Grund der Annahme, dah 
durch die freie Phosphorséure des Superphosphats die in der 


') Ber., Bd. 3, S. 155 (1870). 
*) Zeitschr. f. Zuckerind. in Béhmen, Bd. 28, S. 404—6. 
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Schlempe enthaltenen hygroskopischen Substanzen, wie die 
Alkalisalze organischer Siéuren, insbesondere aber die Basen 
und mit ihnen das etwa den fiinften Teil des Stickstoffgehaltes 
ausmachende Betain in nicht hygroskopische Derivate tiber- 
gefiihrt wiirden. Da ein dreibasisches Betainphosphat nicht 
existiert, war sehr unwahrscheinlich, da sich die sauren 
Wasserstoffatome des Monocalciumphosphates durch Betain 
ersetzen lassen wiirden. Die Versuche waren dadurch erschwert, 
daB Monocalciumphosphat in wasseriger Lésung leicht in Dical- 
ciumphosphat iibergeht. So entstand auf Zusatz von Betain zu 
einer wassrigen Monocalciumphosphatlosung bereits in der Kilte 
ein Niederschlag, der fast stickstofffrei war. Aus dem nunmehr 
phosphorsauren Filtrat schieden sich nach lingerem Stehen 
iiber Schwefelsiure groBe Krystalle aus, die fast dem Salze 
caH,PO,-+- 2BetH,PO,-++ Bet-++-2H,O entsprachen. Es diirfte 
also keine Siéiure- sondern eine Saure-Salzadditionsverbindung 
des Betains vorliegen. Beim Erhitzen von Superphosphat mit 
Schlempe im technischen Betriebe liegen die Versuchsbedin- 
gungen anders, da zuniachst eine rasche Wasserentziehung 
stattfindet und die Einwirkung der Hitze auf dampfbeheizten 
Trockentrommeln (ca. 5 Min.) von wesentlich kiirzerer Dauer 
ist als bei meinen Laboratoriumsversuchen, auferdem durch 
die Phosphorsdure organische Sauren in Freiheit gesetzt werden, 
die die Umwandlung des Calciumsalzes in das zweibasische 
Salz verhindern, sodaf nur etwa 1/2—1 °/o der wasserléslichen 
Phosphorsaure in citratlésliche Form iibergefiihrt wird, wahrend 
ein Laboratoriumsprodukt 3°/o citratlisliche Phosphorsaure 
aufwies. 


VI. Verbindungen des Betains mit Schwefelsiure. 


Uber die Sulfate des Betains bestehen in der Literatur wenig 
genaue Angaben. C. Scheibler') beschreibt «das schwefelsaure 
Salz» als prachtvoll krystallisierende luftbestindige Krystalle 





‘) Ber., Bd. 2, S. 292 (1869). Aus den krystallographischen Mes- 
sungen Groths (Chem. Kryst., Bd. 3, S. 101) geht hervor, daf Scheibler 
das neutrale Betainsulfat unter den Handen hatte. 
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und K. Urban!) erwahnt das Sulfat als Zwischenprodukt bei 
der Gewinnung von Betain aus dem Hydrochlorid. 

Ich konnte zwei Verbindungen des Betains mit Schwefel- 
siure darstellen. Beim Eindampfen von Betain mit tiberschissiger 
Schwefelsiure entsteht das schén krystallisierende saure Sulfat 
BetH,SO,-+-H,0, das sehr leicht léslich in Wasser ist (siehe Lés- 
lichkeitskurve) und bereits gegen 80° im Krystallwasser schmilzt. 
Aus dem sauren entsteht durch Zusatz von Betain das neutrale 
Sulfat Bet,H,SO,, das bei 180° unzersetzt schmilzt und bei0° etwa 
noch einmal so leicht lislich in Wasser ist wie das saure Sulfat. 


VII. Verbindungen des Betains mit oxydierend 
wirkenden Sauren. 


Von allen Eigenschaften des Betains hat seine hervor- 
ragende Widerstandskraft gegen Oxydationsmittel wohl zuerst 
die Aufmerksamkeit der Chemiker erregt. Bereits Scheibler?) 
erwihnt, da8 Betain durch Chromséaure nicht im geringsten 
verindert werde und VI. Stanek begriindete auf der Tatsache, 
daf Betain durch stundenlanges Erhitzen mit konzentrierter 
Schwefelsiure keine merkliche Zersetzung erfahrt, ein Ver- 
fahren zur Isolierung von Betain aus Schlempe. 

Dies Verhalten lieS vermuten, da das Betain Verbindungen 
mit stark oxydierenden Saéuren eingehen wiirde. Da eine ganze 
Anzahl dieser Sauren in freier Form nur in verdiinnter Lésung 
darstellbar ist, die Saureverbindungen des Betains aber zum 
grobten Teile in Saéure und Betain dissoziiert sind, konnte 
man erwarten, daf sich auf diesem Wege konzentrierte, be- 
stindige Lésungen an sich unbestandiger Persdéuren herstellen 
lassen sollten. Diese Vermutungen und Schliisse konnte ich 
durch Darstellung des Betainnitrits, -chlorats und -permanganates 
bestitigen; auferdem dokumentierte sich die grofe Bestindig- 
keit des Betains durch die Existenz und die Eigenschaften des 
Nitrates und Bichromates. Von diesen Verbindungen schmelzen 
das Nitrit, Nitrat (124°) und Chlorat (115°) unzersetzt, ahn- 





') Z. f. Zuckerind. in BGhmen, 1913, S. 339; s. auch Zentralblatt 
f. d. Zuckerind., Bd. 21, Nr. 52, S. 1881, vom 27, 9. 13. 
*) Ber., Bd. 2, S. 292 (1869). 
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lich wie das bereits beschriebene Sulfat (180°) und Phosphat 
(199°); das Bichromat zersetzt sich bei 227° unter Feuerer- 
scheinung, das Permanganat gegen 120° mit scharfem Knall. 
Das bei schnellem Erhitzen heftig verknallende Chlorat kann 
vorsichtig bis auf 250° erhitzt werden, ohne daf es sich zer- 
setzt. Das Bichromat, Chlorat und Permanganat kénnen durch 
Schlag zur Explosion gebracht werden. 

Von den soeben erwihnten Verbindungen sind das Nitrit, 
Nitrat und Chlorat sehr leicht léslich in Wasser und schwer 
léslich in Alkohol, wiéihrend das Permanganat und Bichromat 
verhiltnismafig schwer léslich sind. (Siehe Loslichkeitskurve 
des Permanganates.) Das orangefarbene Bichromat firbt sich 
am Lichte allmahlich unter Reduktion tiefgriinschwarz. Alle 
Salze sind nicht hygroskopisch; die gegenteilige Angabe 
Scheiblers iiber das Nitrat ist als unrichtig zu streichen. 


VIII. Betain und Alkalien. 


Die Einwirkung von Alkalien auf Betain wurde bisher 
stets im Hinblick auf die leicht eintretende Zersetzung unter 
Abspaltung von Trimethylamin untersucht; hieriiber existieren 
Angaben von Scheibler,!) Stanek,?) dem Verfasser*) und 
F. Albers.) Ich méchte diesen Angaben hinzufiigen, dah 
Betain beim Kochen mit kalt gesittigter Sodalésung kein Tri- 
methylamin abspaltet. 

Da Betain ihnlich den Aminosiéiuren ein K6rper von 
amphoterem Charakter ist und sein Hydrat vielfach 


CH, - COOH COOH 
| | 
N—OH oder nach Werner ) CH,-N-CH,)OH 
i i™ 
CH, CH, CH, CH, CH, 


formuliert wird, sollte man erwarten, daf es wie die Amino- 
séiuren sowohl mit Saéuren wie mit Basen Verbindungen z. B. 


1) Ber., Bd. 2, S. 294 (1869) und Bd. 26, S. 1330 (1893). 

*) Zeitschr. f. Zuckerind. i. BGhmen, Bd. 27, S. 479/85. 

5) Zeitschr. d. Ver. d. Deutschen Zuckerind., Bd. 62, S. 441. 

*) Inaugural-Diss. Hannover 1912, Die Zersetzung des Betains durch 
Atzkali, und Ch. Ztg., Bd. 37, S. 1533 (1913). 

®) Ber., Bd. 36, S. 147 (1903). 
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CH, - COOK 


| 
N—OH 


P% 
eingehen sollte, Kérper, die man bei Annahme der Pfeifferschen 
Formulierung fiir Amphisalze z. B. 
CH, - COOK 
xc 
rT 
als existenzfiihig voraussetzen miiBte. Bisher sind keine Salze 
der Betaine mit Basen bekannt. Ich versuchte diese Korper 
darzustellen und versetzte zu dem Zwecke gesittigte Betain- 
lésungen mit sehr konzentrierten Atzalkalilaugen. In jedem 
Falle fiel Betain +- aq. fast quantitativ grobkrystallinisch aus 
den stark alkalischen Loésungen aus. Man kann starke Laugen 
geradezu als Fallungsmittel fiir Betain verwerten, und es ge- 
lang mir, auf diesem Wege ein Verfahren zur Ausfallung von 
krystallinischem Betain aus Schlempe auszuarbeiten. 


B. Experimenteller Teil. 


Darstellung von Betain.') 


Zur Darstellung von Betain wurde nach meinem Ver- 
fahren?) gewonnenes Betainhydrochlorid, von dem mir gréfere 
Mengen giitigst von Herrn Melassebrennereibesitzer W. Briigge- 
mann zur Verfiigung gestellt worden waren, zweimal aus 
96°/oigem Alkohol umkrystallisiert. Das gereinigte Hydro- 
chlorid wurde mit der gleichen Gewichtsmenge Wasser und 
ebensoviel Schwefelséiure versetzt und der Chlorwasserstoff 
unter Luftleere aus einem siedenden Wasserbade abgetrieben. 
Nach zweimaligem Wasserzusatz und Abdestillieren war der 
Riickstand chlorfrei. Es wurde mit Wasser aufgenommen und 
im Emailtopf heif mit der zur Fallung der Schwefelsdure 
geniigenden Menge Baryumhydroxydpulver versetzt. Nach dem 





') Ein ahnliches Verfahren gibt Urban Z. f. Zuckerind. i. Bohmen, 
1913, S. 339, an. 
*) Ber., Bd. 45, S. 2248 (1912). 
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Abfiltrieren vom Baryumsulfat wurde die Lésung im Vakuum 
zur Krystallisation eingedampft und die Krystalle mit abso- 
lutem Alkohol aus dem Kolben gespiilt. Das Rohbetain wurde 
in absolutem Alkohol gelést, Kohlendioxyd eingeleitet, filtriert, 
eingedampft und die Krystalle nochmals aus absolutem Alkohol 
umkrystallisiert. Das Entwaéssern geschah durch 12stiindiges 
AnschlieBen eines auf dem Wasserbade stehenden Kolbens 
mit gepulvertem Betain +- aq an eine Wasserstrahlpumpe. Der 
Kolben mufSte mehrfach geschiittelt werden, um Klumpen- 
bildung zu vermeiden. Bei Anwendung hodherer Temperaturen 
(140—150°) machten sich nach fiinfstiindigem Erhitzen bereits 
Zersetzungserscheinungen bemerkbar. Das Betain roch pyridin- 
artig und war stark hygroskopisch. 


Ausfiihrung der Loslichkeitsbestimmungen. 


Die Léslichkeit von Betain und seinen Derivaten wurde 
derart bestimmt, da8 ein Uberschu8 an Substanz im Probe- 
glase im Lésungsmittel suspendiert (am) 
wurde, das aufperlende Blasen j 
Wasserstoff in steter Bewegung ) 
hielten. Das Probeglas stand in | | 
Eis oder Eiskochsalz und bei héhe- | | 
ren Temperaturen in einem Topf 
mit Wasser, dessen Temperatur if il 
konstant gehalten wurde. Die Tem- = 




















peratur wurde mit einem Allihn- Wh | 
, | 

thermometer gemessen, dasinder | iY | 

Fliissigkeit hing. Von der gesiat- ok Be) 

tigten Lésung wurden 2ccmmittels 

einer Pipette mit Pipettenhiitchen*) p39 

entnommen und schnell in ein ge- oe 








wogenes Bechergias entleert, das 7. 
mit einem Uhrglas bedeckt und ge- 
wogen wurde. Nun wurde der Inhalt entweder in einen 
Kjeldahl-Kolben gespiilt und aus dem bei der Kjeldahl- 


te 





1) Ch. Ztg., Bd. 36, S. 378 (1912). 
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Las/chkei’ von Betsin in Wasser © © 

* Melhylalkohol x * 

* Aethylalkohol & & 


Bestimmung gefunde- 
nen Stickstoffwerte die 
geloste Betainmenge be- 
rechnet oder bei den 
Sdurederivaten aus der 
Aciditaét auf den Gehalt 
geschlossen. Um ein 
Auskrystallisieren des 
Losungmittels in der 
Pipette zu verhindern, 
mubte die Pipette mit 
dem Hiitchen bei hdhe- 
ren Temperaturen im 
Luftbade erhitzt wer- 
den. Léslichkeitsbe- 
stimmungen in der Nahe 
des Siedepunktes wur- 
den namentlich bei Me- 
thyl- und Athylalkohol, 
bei denen ein Rtck- 
fluBkiihler aufgesetzt 
wurde, mit Hilfe eines 
syphonartigen Rohres 
ausgefiihrt. Das im Luft- 
bade vorgewarmte Sy- 
phonrohr, das _ bereits 
beim Vorwarmen im 
Stopfen steckte und an 
dem in die Fliissigkeit 
einzufiihrenden Ende 
ein fest umgebundenes 
Papierfilter trug, wurde 
schnell mit dem Riick- 
fluBkiihler, der in die 
zweite Bohrung§ des 
Stopfens eingefiihrt 


| wurde, in das Probe- 
7 100° 


Kurventafel 1. 
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glas gesteckt. Der obere Stutzen des Kuhlers wurde mit einem 
Stopfen verschlossen, durch den ein Glasrohr ftihrte, an dem 
ein Schlauch befestigt war (s. Abb.). Durch Hineinblasen in 
den Schlauch wurde die heife Fliissigkeit schnell in eisge- 
kiihlte, gewogene Proberdhren geblasen, wobei die ersten 
Tropfen verworfen wurden. Die Proberdhren wurden sofort 
zugestopft und gewogen, nachdem sie die Temperatur der 
Umgebung angenommen hatten. Bei Verwendung von Wasser 
als Lésungsmittel und groben Krystallen konnte auch ein 
Glaswollpfropf im offenen Probeglase langsam herabgedriickt 
und dann abgegossen werden. 


Léslichkeit von (wasserfreiem) Betain in:Wasser. 


Bei tiefen Temperaturen sind gesidttigte Betainlésungen sehr zih- 
fliissig; die Viskositaét nimmt trotz der gesteigerten Léslichkeit mit er- 
héhter Temperatur ab. 


LL LL 





Gewicht Bei der N-Bestimm. 
der entnommenen 7 jeg “ 4 | 100 g Wasser 
Temperatur Menge Lésung 7 ann lésen 
(ung. 2 ccm) verbrauchte =| j 
g com ‘/1o-n-H,SO, | 8 Betain 
— 8° 2.9399 109,27 | 1347 
— 7° 2,2432 110,18 135.8 
+ 19,3° 2.2367 116,55 157,1 
+ 19,5° 2.2427 116,30 155,0 
+ 380 2.2601 124,79 183,5 
+ 37,5° 2.2431 122,16 176,6 
+ 76,2° 2.2481 136,47 246.8 
+770 2.2422 137,30 254,6 
Syph. + 96,5° 1,1538 74,90 | 318,4 
+-96,5° 1,5001 96,12 302,0 











Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCII. 32 
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Léslichkeit von wasserfreiem Betain in tiber Kalk 
destilliertem Methylalkohol. 
Gewicht | Bei der N-Bestimm. 

der entnommenen . 100 g Ma. 
Temperatur Menge Lisung nach Kjeldahl lésen 
(ung. 2 ccm) verbrauchte 

g ccm '/i0-n-H,SO, g Betain 
— 9,2° 1,7617 41,50 38,15 
— 87° 1,768 43,04 39,93 
+ 21,1° 1,7961 53,96 54,36 
+ 21° 1,8011 54,44 54,86 
+ 41° 1,8048 60,89 65,43 
+- 41° 1,8090 61,52 66,28 
-+- 54° 1,8054 64,08 71,27 
+- 52,4° 1,7994 64,06 71,61 
Syph. -+ 71° 8,8559 236,04 82,45 
+ 71° 6,4829 241,48 79,79 
Léslichkeit von wasserfreiem Betain in tiber Kalk 

destilliertem Athylalkohol. 
se cael Bei der N-Bestimm. ; 100 g 
Temperatur Menge Lésung nach Kjeldahl Athylalkohol 

(ung. 2 ccm) verbrauchte lésen 

g ccm '/1:0-n-H,SO, g Betain 
— 2° 1,6014 7,35 5,69 
— 2° 1,6032 7,59 5,88 
+ 183° | 1,5998 10,80 8,59 
+ 41,5° 1,6088 15,88 13,08 
+ 42,5° 1,6059 16,46 13,67 
+ 55° 1,6201 20,3 17,22 
+ 54,7° 1,5954 19,66 16,89 
Syph. -+- 79° 6,0692 100,3 24,04 
+ 79° 7,0157 119,16 24,84 
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Lésungswarme von wasserfreiem Hetain. 


Zur Bestimmung der Lisungswarme benutzte ich das 
von Josef Jannek und Julius Meyer') angegebene Ver- 
fahren. In ein oben verengtes Dewar-Gefa8 mit Silberbelag 
tauchte ein Riihrer und ein in 1/50 Grade geteiltes Beckmann- 
Thermometer. Der Wasserwert dieses Kalorimeters mit Zubehér 
wurde durch Zusatz von 50 ccm Leitungswasser von 13,7° zu 
50 cem destilliertem Wasser von 17,6° aus dem Temperatur- 
abfall von 1,57° zu 25 cal. berechnet. Das Kalorimeter wurde 
mit 100 ccm destilliertem Wasser von etwa 17,9° gefiillt und 
das Thermometer abgelesen, sobald sich eine konstante Tem- 
peratur eingestellt hatte. Betain wurde aus einem verschlossenen 
Wiigeglischen rasch eingetragen und nach Temperaturkonstanz 
wieder abgelesen. Durch Umschwenken des Déwar-Gefifes 
iiberzeugte ich mich, daf alle Brocken gelést und kein Betain 
an den Wandungen, dem Thermometer und [Rtiihrer haften 


geblieben war. 
Die Lésungswairme wurde aus der Formel: 


R=—(a+p)(t,—4) 


berechnet, wo m das Molekulargewicht, s die angewandte Sub- 
stanzmenge, a die Wassermenge, p den Wasserwert und t,—t, 
die Temperaturdifferenz bedeutet. 


$ 


























SEE EEE 
m | . . P t,—t, | R 
| g ccm ccm | 
117,12 | 21103 | 100 | 25 0,205°' | +1422 cal. 
117,12 | 25535 | 100 25 0,235° | +1347 cal. 


Die Lésungswiirme betriigt im Mittel +- 1385 cal. 


Hygroskopizitat von Betain. 


Uber das Verhalten von wasserfreiem Betain an der Luft 
geben folgende Wigungen Aufschlub: 





") Z. anorg. Ch., Bd. 83, S. 65 (1913). 
32* 
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Krystallisierschale 


20,5458 g leer 

23,7485 >» voll wasserfreiem Betain; den 7. 12. 13 1040 vorm. 

23,7551 » » » > >» 7.12.13 99 abends 
23,7553 » > 2 > >» §8. 12.13 1190 vorm. 

23,7542 » > » » > 15. 12. 13 1200 mittags 


Das vorliegende Betain nahm rasch 1 Molekiil Wasser 
auf und blieb dann konstant. Hierzu sei bemerkt, dafB fast alle 
Betaine als hygroskopisch beschrieben wurden. 


Krystallform: 1. wasserfreies Betain aus Methyl- oder Athylalkohol 
krystallisiert : rhombisch-prismatisch. Achsenverhiltnis: a: b = 0,912 : 1. 
Beobachtete Formen: c (001), 
m (110). Die farblosen Krystalle 
sind taflig nach einer zur Basis 
genommenen Flache c (001), die 




















Betain. Betain + H20. 


von einem Prisma m (110) begrenzt wird. Die in alkoholischer Lésung 
durchscheinenden Krystalle nehmen an der Luft schnell eine milchig-triibe 
Farbung an. 

2. Krystallwasserhaltiges Betain: rhombisch-bipyramidal. Achsen- 
verhiltnis a: b : c = 0,82190 : 1: 1,13225. Beobachtete Formen: c (001), 
b (010), o (111), p (112), r (102). 

Die farblosen Krystalle sind taflig nach c (001) ausgebildet und 
nach der a-Achse gestreckt. Die Pyramidenflichen o (111) und p (112) 
sind meist klein und unvollkommen ausgebildet. 


Betain-Wasserstoffsuperoxyd. 


Da ich eine Angabe iiber die Darstellung von Betain- 
Wasserstoffsuperoxyd in der Literatur nicht finden konnte, sei 
der von mir eingeschlagene Weg kurz beschrieben. 

25 g Betain wurden mit 50 g 30°/o Wasserstoffsuperoxyd 
im Vakuum bei 50—60° des Wasserbades eingedampft, bis 
eine Krystallabscheidung am Rande erkennbar war, und dann 
in einer Kaltemischung abgekiihlt und schnell abgesaugt. Das 
so gewonnene Betain-Wasserstoffsuperoxyd enthielt nach ein- 
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tiigigem Stehen iiber Schwefelsdéure 25,65°/o H,O, statt der 
theoretisch erforderlichen 22,50°/o und 8,51 °/o bezw. 8,43 °/o N 
statt 9,29°'o. Das Produkt enthielt also mehr als ein Molekiil 
H,O,. Erst nach einwéchentlichem Aufbewahren im Vakuum- 
Exsikkator war der Wasserstoffsuperoxydgehalt auf 21,66 °/o 
H,O, zuriickgegangen. In Ubereinstimmung mit diesem Zuriick- 
gehen des H,O,gehaltes steht die Tatsache, dai die anfangs 
gliinzenden Krystallplattchen an der Luft rasch verwittern und 
in eine glanzlose, weibe Masse tibergehen. Kleine Mengen des 
H,O, praparates wurden zur mineralogischen Untersuchung durch 
Einengen der entsprechenden Betain- und Wasserstoffsuperoxyd- 
mengen im Exsikkator tiber Schwefelsiure dargestellt. 


Krystallform: monoklin. Achsenverhialtnis a:b: c = 2,0084: 1:3,942 
8 = 77°51’. Beobachtete Formen: c (001), a (100), 0 (111). 

Die an der Luft héchst unbe- 
stindigen, schnell zu weifem Pulver 
verwitternden, bis 1'/e mm langen 
Krystalle sind in frischem Zustande 
farblos. Sie waren nach der Sym- 
metrieachse b gestreckt, tafelig nach 
einer Fliche c (001) ausgebildet, die 
einerseits von einer Fliche a (100) Betain ++ Ha Oe. 
begrenzt war, die ebenso wie c (001) leidlich gute Reflexe gab, anderseits 
von einer kleinen, schlechte Reflexe gebenden Flache, die ich als mono- 
kline Hemipyramide o (111) auffassen michte. Leider konnten aufer den 
drei zur Berechnung der Parameter nétigen Winkeln keine Kontrollwerte 
gemessen werden. Die optische Untersuchung im parallelen, polarisierten 
Lichte ergab eine Auslischung parailel der Langsrichtung. Im konver- 
genten, polarisierten Lichte war durch c eine optische Achse fast zentrisch 
sichtbar. Optische Achsenebene ist die Symmetrieebene. 














Basisches Betainhydrochlorid-Wasserstoffsuperoxyd. 


D. 4 g basisches Betainhydrochlorid (Bet),HCl,H,O wurden 
mit 6 g 30°/o Wasserstoffsuperoxyd im Vakuumexsikkator bis 
zur Krystallisation stehen gelassen. Hierbei tritt ein volliger 
Ersatz des Krystallwassers durch Wasserstoffsuperoxyd ein. 


N-Bestimmung nach Kjeldahl: 


0,1553 g Substanz: 10,23 ccm '/1o-n-H,SO, = 9,25°o N\ ; 
0,2790 » > 17.99 >» 7 == 9.06% >» f ber. 9,22 °%/o N. 
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H,0,-Bestimmung durch Eintr. in 2 g KJ in W; Zusatz von 10 ccm 
konzentrierter HCl] und Titration mit '/10-n-Thiosulfat : 

0,2746 g: 18,23 ccm '/10-n-Thiosulfat = 11,29°%/o H,O, ) berechnet 
0,2719 »: 18,07 » . = 11,3190 » f 11,16°%o H,O,,. 
Aciditaét durch Titrieren mit ‘/1o-n-Natronlauge. 

0,1959 g: verbrauchte 6,02 ccm ‘'/1:o-n-NaQH, berechnet 5,97 ccm. 
0,2288 >»: > 7,05» > > 6,97 » 

Wihrend die Krystallwasserstoffsuperoxydverbindung des 
Betains leicht verwittert, behalt die saure Verbindung ihren 
Glanz unverandert bei; eine Zersetzung konnte bis jetzt a4uBer- 
lich nicht wahrgenommen werden. Auch backen die Krystalle 
nicht zusammen, wie ich dies bei einer kauflichen Harnstoff- 
Wasserstoffsuperoxydverbindung beobachtete. 

Eine Verbindung von einfachem Betainhydrochlorid mit 
H,O, konnte auf demselben Wege nicht erhalten werden; beim 
Auflésen der 24 h im Vakuum-Exsikkator getrockneten Krystalle 
in Wasser wurde ein eigentiimliches Knacken wie beim Lésen 
von Ammoniumpersulfat wahrgenommen. 


Die auf Zusatz von Kaliumchlorid zu Betainlésungen 
bewirkte Warmetonung. 


Die Warmeténung wurde derart bestimmt, da zu den 
zur Bestimmung der WarmetoOnung beim Auflésen des Betains 
benutzten Lésungen die ungefahr molekulare Menge Kalium- 
chlorid eingetragen wurde. Die Ausfiihrung und Berechnung 
geschah wie auf S. 19 angegeben. 





























g Betain| a a _ Mol.- |Wasser-|Wasser- 
in /rechnete} tragene | . - 
100 cem| Menge | Menge |Gewicht menge | _ wert t.—t, R 
Wasser | KCl | KCI (s); m a p 
2,1103 | 1,344 | 1,3022 | 74,6 100 25 | —0,625° | — 4477 
2,5535 | 1,627 | 2,7312 | 74,6 100 25 |—1,35° | — 4608 























Nach J. Thomsen!) betragt die Losungswirme fir KCl 
in Wasser —- 4440 eal. Eine iiber die Versuchsfehler hinaus- 


gehende Warmetonung ist also nicht aufgetreten. 


1) Thermochemische Untersuchungen. Ubers. v. Dr. J. Traube, 
Stuttgart, Ferd. Enke, 1906, S. 12. 
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Verbindungen des Betains mit Fluorwasserstoff. 


1. Betain +-2HF. 20g Betain wurden mit 20g 40°/o 
Flufsiiure 14 Tage lang an der Luft dem Verdunsten iiber- 
lassen, in Eis gestellt, die Krystalle herausgel6ffelt und zwischen 
Papier abgepresst. Da die Krystalle zu zerflieSen schienen — 
vielleicht infolge der herrschenden hohen AuSentemperatur —, 
wurden gréfere Mengen sogleich nach dem Abpressen der 
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl unterworfen. 


0,9195 g: 55,69 ccm ‘/1o-n-H,SO, = 8,51°%/o N\ fiir Betain 2HF 
1,0161 >: 65,09 » > = 9,00°%o » f berechnet 8,93 °/o N. 


Eine andere Probe, die durch Eindampfen auf dem Wasser- 
bade und Umkrystallisieren unter Flufsiurezusatz dargestellt 
war, ergab folgende Analysenzahlen: 


0,1934 g: 12,59 cem '/o-n-H,SO, = 9,14%o N. 
0,2509 >: 16,21 >» > = 9,07%o » 


2. Betain +-HF. 30 g Betain wurden mit 10 g Flub- 
siure eingedampft und zur Krystallisation an die Luft gestellt. 
Die Krystalle wurden an der Luft tiber Nacht getrocknet. 


0,3147 g entspr. bei der Kjeldahl bestimmung 22,58 ccm '/:0-n-H,SO, 
= 10,07°/o N, berechnet fiir Betain -+- HF = 10,23°/o. 


Verbindungen des Betains mit Chlorwasserstoff. 


Von den Verbindungen des Betains mit Chlorwasserstoff 
ist Betain HCl seit langem bekannt; von ihm wurde die Lés- 
lichkeitskurve aufgestellt; ein Betain -+-2HCI konnte in fester 
Form nicht erhalten werden und scheint nur in Lésung zu 
existieren; das basische Sualz (Bet),HCIH,O entsteht aus dem 
einfachen Hydrochlorid durch Krystallisieren aus einer iiber- 
schiissiges Betain enthaltenden Lésung. 

1, Betain -|- 2HCl. Nach dem Uberleiten von trockenem 
Chlorwasserstoff iiber 0,4758 g gepulvertes Betainhydrochlorid 
und 24 stiindigem Stehenlassen unter Druck hatte das Gewicht 
um nur 0,0063 g zugenommen. Es wurde deshalb versucht, 
die Verbindung in Lésung nachzuweisen. In einem Probeglas, 
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Lasichkert der Betainhydrohalogenide in Wasser. 





das mit verschlieB- 
baren Zu- und Ablei- 
tungsrohren und einem 
Platindraht zum Auf- 
hangen versehen war, 
wurden 15 ccm kon- 
zentrierte Salzséure 
bei 0° mit trockenem 

Chlorwasserstoffgas 
gesattigt und das Rohr 
mit Inhalt gewogen. 

Alsdann wurden 

4,9037 g Betainhydro- 
chlorid zugesetzt, die 
sogleich in Lésung 
gingen, und wiederum 
bis zur Konstanz bei 
0° Chlorwasserstoff- 
gas eingeleitet. Die 


_ Lésung nahm 1,0298¢g 
Chlorwasserstoff auf, 


wihrend sich fiir die 


| hypothetische Verbin- 


dung Bet + 2HCl 
1,164 g Zunahme 
durch  HCl-addition 
hatten erwarten las- 
sen. Die Ubereinstim- 
mung ist gut, wenn 
man beriicksichtigt, 
daf durch den hin- 
durchstreichenden, 
mit Schwefelséure ge- 
trockneten Chlorwas- 
serstoffstrom etwas 
vondemLésungsmittel 
hinweggefiihrt wurde. 


Kurventafel 2. 




















Die Bestimmung des Betaingehaltes geschah durch Titrieren mit 
1/;o-n-Natronlauge. 
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2. Léslichkeit von Betainhydrochlorid. 


| Gewicht 





100 g Wasser 





der entnommenen| Verbrauchte 1% 
Temperatur Menge Lésung ecm —e 
(ung. 1 ccm) ; g Betain- 
g /1o-n-NaOH | hydrochlorid 
— 5° 0,9854 18,61 40) 84 
— 5° 0,9839 18,47 40,52 
+ 20,7° 1,0376 25,18 59,43 
-+- 20,7° 0,9992 25,22 63,31 
+ 45,3 ° 0,9857 30,00 87,80 
+ 45,3° 1,0076 30,68 87,84 
+ 57° 0,9984 32,72 101,4 
+ 57° 1,0061 33,11 102,2 
-+- 78,2° 1,0186 37,27 128,3 
+ 78,2° 1,0234 37,51 128,8 
Durch 
Glaswolle -+95° 1,0594 41,14 147,9 
abgegossen 
+ 95° 0,8176 31,92 160,4 





= 

















An dieser Figur sind alle bei den Hydrohalogeniden des Betains 
beobachteten Flichen eingezeichnet. Der Figur liegt das Achsenverhiltnis 


Eine Kurve, die angibt, wieviel Gramm Betainhydrochlorid 
in je 100 ccm gesattigter Losung bei verschiedenen Temperaturen 





des Betainhydrobromids zugrunde. 
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enthalten sind, ist von mir bereits in Ber. Bd. 45 S. 2249 (1912) 
verOffentlicht worden. 


Krystallform: monoklin-prismatisch. '!) Beobachtete Formen: a (100), 
m (110), b (010), c (001), o (111), q (011). 


3. Basisches Betainhydrochlorid. 


Bei der Darstellung von basischem Betainhydrochlorid 
aus dem einfachen Hydrochlorid mu8 ein grofer Uberschuf 
von Betain angewandt werden, da die erste Fraktion des ba- 
sischen Salzes infolge der leichteren Léslichkeit — bei 0° lésen 
100 g Wasser etwa 58 Teile basisches und 26 Teile einfaches 
Salz — sonst einfaches Salz enthaélt. Beispiel: 7,7 g Betain- 
hydrochlorid und 13,5 g Betain +- H,O wurden in Wasser 
gelést, auf dem Wasserbade bis zur beginnenden Krystallisa- 
tion eingedampft, kaltgestellt und die flachen, langen Krystall- 


platten abgesaugt. 


N-Bestimmung des lufttrockenen Salzes nach Kjeldahl: 
0,2290 g: 15,88 cem '/10-n-H,SO, = 9,74°/o N \ fiir (Bet),HCl, H,0 
0,2142 >: 14,84 » > 9.73°%o » f ber.: 9,73% N. 
Trotz des genauen Stickstoffwertes enthielten die Krystalle 


etwas zu wenig Chlorwasserstoff. 


0,3818 g neutr. 12,74 ccm '/1o-n-NaOH, berechnet: 13,21 ccm 
0,1893 >» . 6,29 » > > 6,56 >» 


Die zweite Fraktion enthielt bereits Betain beigemengt: 


N-Bestimmung : 
0,3510 g: 24,46 ccm */10-n-H,SO, = 9,79°%/o N ) ber.: 9,73%/o N 
os God ° 


0,3134 »: 2206 » . = 9,880 » f 
Aciditat : 
0,3017 g neutr. 8,57 ccm '/10-n-NaOH statt 10,45 ccm 
0.2014 » » 617 » > >» 697 » 





') Krystallographische Bestimmungen dieses Salzes liegen bereits 
vor von Groth u. Rammelsberg (Groth, Chemische Krystallographie, 


Bd. 3, S. 101). 
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Der Schmelzpunkt der ersten Fraktion schwankte nach 
dem Wegkochen des Wassers (bei etwa 130°) zwischen 248 
bis 250°. Der Schmelzpunkt des getrockneten Salzes lag bei 
250°. (Das einfache Hydrochlorid schmilzt bei 227—28°.) 


Léslichkeit von basischem Betainhydrochlorid. 


Die Bestimmung des Betaingehaltes geschah durch Titrieren mit 
'/;o-n-Natronlauge. 

















| Gewicht der entnommenen) Yerbrauchte | 100 g Wasser lisen 
Temp. |Menge Lésung (ung. 1 ccm) ccm g bas. Betainhydro- 

| g ‘/;o-n-Natronlauge chlorid 
-+-1,7° 1,0065 12,71 57,37 
-+-1,7°| 1,0000 17,90 59,36 








Krystallform: monoklin-prismatisch. Achsenverhialtnis a:b: c 


= bas. Betainhydrochlorid. 
Beobachtete Formen: c (001), a (100), m (110) q (011), b (010). 


Verbindungen des Betains mit Bromwasserstoff. 


1. Einfaches Betainhydrobromid. Uber die Darstellung 
von Betainhydrobromid finden sich in der Literatur keine 
naiheren Angaben. Ich versetzte eine wiasserige Lésung von 
10 g Betain ++ H,O mit 10 ccm einer bei gewoéhnlicher Tem- 
peratur gesattigten (ca. 50°/oigen) Losung von Bromwasserstoff 
und dampfte auf dem Wasserbade bis zur Krystallisation ein. 
Die nach dem Erkalten erhaltenen farblosen, derben Krystalle 
schmolzen bei 233° unter Zersetzung. 


N-Bestimmung nach Kjeldahl: 
0,3250 g: 16,83 ccm '/10-n-H,SO, = 7,27°%o N) fiir BetHBr 


0,3518 >: 1811 » > = 7,23%o » § ber.: 7,08%o N 
Aciditat : 
0,2471 g neutr. 12,51 ccm '/1o-n-NaOH, berechnet: 12,47 ccm 
0,1645 >» » 8,31 > > » 8,30 >» 
Léslichkeit, 


Die Bestimmung des Gehaltes geschah durch Titrieren mit '/10-n- 
Natronlauge. 
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Gewicht der entnommenen| Verbrauchte | 100 g Wasser lisen 
Temp. \Menge Lésung (etwa 1 ccm) ecm g 
| g ‘/io-n-NaOH | Betainhydrobromid 
—5° | 1,0202 12,56 34,02 
— 5° 1,0138 12,46 32,18 
20,6° 1,0749 21,28 64,57 
20,6 ° 1,0712 21,21 64,60 
45,3 ° 1,1074 28,34 102,9 
45,3 ° 1,0992 27,37 103,6 
57,3° 1,1187 30,94 121,3 
57,3° 1,1240 31,13 121,5 
79° 1,1224 35,12 163,0 
79° 1,1574 36,16 162,4 
95° 1,0231 34,10 194,5 
950 0,7194 24,03 195,7 











Krystallform: monoklin-prismatisch. Achsenverhaltnis a:b:c 
== 1,28038 : 1 : 0,80508, B = 81° 56'/s’. 

Beobachtete Formen: c (001), a (100), m (110), b (010), o (111), 
p (221), n (210), r (804), p (504), m (221). 

Die farblosen Krystalle des Hydrobromides kommen in drei ver- 


schiedenen Ausbildungsformen vor: 
1. diinntaflig nach c (001) und hauptsachlich begrenzt von a (100), 


m (110) und b (010). Die Kante von cm ist meist durch o (111) oder 
p (221) abgestumpft; r (504) und p (504) selten. 

2. siulig gestreckt nach der Symmetrieachse b; c (001) und a (100) 
vorherrschend, die iibrigen Flaichen stark zuriicktretend. 

3. dicktaflig nach a (100), daneben herrscht vor m (110) und c (001), 


sodann b (010), a (111), p (221), n (210). 
Bei den diinntafligen Krystallen ist durch c (001) eine optische 
Achse deutlich sichtbar. Ebene der optischen Achsen ist die Symmetrie- 


ebene. 


2. Basisches Betainhydrobromid. Fiir das basische Hydro- 
bromid gelten die bei der Darstellung des basischen Hydro- 
chlorids zu beobachtenden Gesichtspunkte in erhéhtem Mage, 
weil das basische Hydrobromid bei weitem leichter léslich ist 
als das normale Salz — bei 0° lésen 100 g Wasser etwa 
80 Teile basisches und 39 Teile einfaches Salz. Wahrend das 
einfache Hydrobromid in groBen Platten krystallisiert, fallt das 
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basische Hydrobromid als ein duferst feines Krystallmehl, 
das selbst bei 300facher VergréSerung keine Krystallstruktur 
zu erkennen gestattet. Selbst beim Eindunsten an der Luft 
fillt der gréBte Teil als feines Mehl, wahrend nur wenig gut 
ausgebildete Krystalle entstehen. Zum Unterschiede vom 
basischen Hydrochlorid enthalt das basische Hydrobromid 
(Bet),HBr kein Krystallwasser. 

D. 20 g Betainhydrobromid und 20 g Betain -++- H,O 
wurden in Wasser gelést, bis zur beginnenden Krystallab- 
scheidung eingedampft und in zwei Fiallungen krystallisiert. 


N-Bestimmung nach Kjeldahl: 
I. Fallung: 0,1751 g: 11,75 ccm '/10-n-H,SO, = 9,43°/o N ) fiir (Bet),HBr 


0,2859 »: 18,62 » > = 9,15%o » J ber.: 8,91% N. 
Aciditat: 0,2318 » neutr. 7,18 ccm ‘/1o-n-NaOH > 7,35 ccm 
0,1610> >» 497 » : > 511 » 
II. Fallung: 0,2129 >: 13,96 ccm '/10-n-H,SO, = 9,21 °/o N | 8.91% N. 
0,3050 »: 19,59 » > = 902%» » f 
Aciditat : 0,2649 » neutr. 8,30 ccm 1/10-n-NaOH >» 840 ccm 
0,2975> >» 925 » > > O44 >» 


Der Schmelzpunkt der zweiten Fraktion lag bei 262° (das einfache 
Hydrobromid schmilzt bei 233°). 
Loéslichkeit. 


Die Bestimmung des Gehaltes geschah durch Titieren mit '/10o-n- 
Natronlauge. 








Gewicht der entnommenen| Verbrauchte | 100g Wasser lisen 
Temp. |Menge Losung (ung. 1 ccm) ccm g bas. Betainhydro- 
g 1/19-NaOH chlorid 
+ 2,2° 1,0673 15,57 85,21 
+ 2,2° 1,0615 15,44 84,72 











Krystallform: monoklin-prismatisch. Achsenverhaltnis: a:b: c 
= 0,82579 : 1: 0,64567, B = 81° 53’. Beobachtete Formen: c (001), 
© (100), m (110), p (221), m (221), m (021). 

Zur Messung des Bromids stand nur ein einziger Krystall zur 
Verfiigung; er war dhnlich dem Hydrochlorid und -bromid dicktafelig 
nach einer Flaiche c (001) ausgebildet, vorherrschend begrenzt von der 
Querflache a (100) und dem Prisma m (110); die Kanten cm wurden 
durch die Hemipyramiden p (221) und m (221) abgestumpft. Alle ge- 
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nannten Flichen gaben eindeutige, scharfe Reflexe. Sodann war noch 
eine matte, keine Reflexe gebende Flaiche vorhanden, die die Kanten 
p (221), m (221) gerade abgestumpfte, demnach @ (021). Die Symmetrie- 
ebene b war bei diesem Krystall als Krystallflache nicht vorhanden. 


Verbindungen des Betains mit Jodwasserstoff. 


1. Einfaches Betainhydrojodid. Zur Darsellung der be- 
kannten') einfachen Hydrojodides wurden 27 g Betain + H,O 
in Wasser geldst, nach Zusatz von 45 g kauflicher Jodwasser- 
stoffsiure (1,96 sp. G.) zur Krystallisation eingedampft, mit 
Alkohol und Ather gewaschen und an der Luft getrocknet. 
Das Hydrojodid schmilzt bei 200° unter Zersetzung.”?) Es farbt 
sich beim Liegen allmihlich gelb. 


N-Bestimmung nach Kjeldahl: 
0,3481 g: 14,71 cem '/1o-n-H,SO, = 5,93°/o N\_ fiir BetHJ 


0,4896 »: 20,22 >» > = 5,80%o » Sber.: 5,73%o N. 
Aciditaét: 0,3698 » neutr. 15,03 ccm '/10o-n-NaOQH >» 15,09 ccm 
02978 > » 12141 » > >» 1215 » 


Loéslichkeit. 
nm) 





Gewicht der entnommenen| Verbrauchte | 100 g Wasser lésen 

Temp. |Menge Losung (ung. 1 ccm) eem g 
g ‘/4o-n-NaOH | Betainhydrochlorid 

— 4° 1,0804 15,50 54,24 
— 4° 1,0747 15,48 54,59 
-+- 28° 1,2591 31,43 157,6 
++ 28° 1,2769 31,85 157,3 
-+- 47,5° 1,3018 37,42 238,5 
+- 47,5° 1,2980 36,64 224.7 
-+- 62,3° 1,3067 39,46 284,9 
-++- 62,3° 1,2924 38,89 280,9 
+ 76° 1,1799 36,87 327,3 
+-76° 1,3135 40,95 323,2 














!! R. Willstatter, Ber., Bd. 35, S. 598 (1902). 
2) Nach R. Willstatter (Ber., Bd. 35, S. 598 (1902) schmelzen 


die Krystalle bei 188—90°, zuvor erweichend. 
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Krystallform: monoklin-prismatisch. Achsenverhiltnis a:b: c 
= 0,88076 : 1: 0,65642, B = 80° 57‘. Beobachtete Formen: Cc (001), 
a (100), m (110), b (010), p (221), 0 (111), q (011), @ (021), m (221), p (101). 
Die Krystallstruktur des Jodids ist ahnlich der des Bromids; die Krystalle 
kommen in zwei Hauptausbildungsformen vor: 1. diinntafelig nach c (001), 
sowie 2. séulig gestreckt nach der Symmetrieachse b. Bei den Krystallen 
der ersten Art ist durch c wie beim Bromid im konvergenten, polari- 
sierten Licht das Bild einer optischen Achse sichtbar. 

2. Basisches Betainhydrojodid. Aus dem einfachen wurde 
basisches Betainhydrojodid durch Eindampfen von 12,3 g Betain- 
hydrojodid mit 10,1 g Betain + H,O dargestellt. Es krystal- 
lisiert in schneeweifien, glitzernden Krystallchen, die sich im 
Gegensatze zum einfachen Hydrojodid durch Luft und Licht 
nicht verfairben und wie das basische Hydrobromid als feines 
Krystallmehl auszufallen neigen. Die Zusammensetzung (Bet),HJ 
entspricht der des basischen Hydrobromids. Es schmilzt bei 
242° unter Zersetzung und Bildung eines weifen Zersetzungs- 
produktes. 

N-Bestimmung nach Kjeldahl: 
0,4122 g: 22,71 ccm '/ro-n-H,SO, = 7,74°/o N\ fir (Bet),HJ 


0,4788 >: 26,69 » . = 7,83°%o »Sber.: 7,75°/o N. 
Aciditat: 0.4442 » neutr. 12,04 cem *'/10-n-NaOH >» 12,26 ccm 
0,3939 » » 10,67 » > > 10,87 >» 
Léslichkeit. 








Gewicht der entnommenen| Verbrauchte | 100 g Wasser liésen 
Temp. Menge Losung (ung. 1 ccm) ccm g bas. Betainhydro- 
g ‘/1o-n-NaOH jodid 
+-1,7° 0,9995 4,91 21,65 
+1,7° 1,0002 4,85 21,30 
18,5° 1,0364 8,17 39,96 
18,5° 1,0338 8,10 39,63 
46,5 ° 1,0804 13,50 82,68 
46,5° 1,0867 13,49 81,72 
62° 1,1131 16,32 113,4 
62° 1,1026 16,10 112.3 
87° 1,1019 19,35 174,8 











SchlieBlich sei noch eine vergleichende Zusammenstellung 
der Schmelzpunkte der einfachen und basischen Salze gegeben: 
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Chloride Bromide Jodide 
einfach. . .227—28°)\ .. - il — 200° - 
wish. ..2°-—T°" " oni aoe — 


Krystallform: monoklin-prismatisch. Achsenverhaltnis a:b = 1,2543: 1. 
8 == 70° 21’. Beobachtete Formen: c (001), a (100), m (110). 
Die Krystalle sind tafelig nach c (001) ausgebildet. a (100) ist 
charakterisiert als Ebene einer vorziiglichen Spaltbarkeit. 


Goldsalze des Betains. 


I. Verbindungen mit Goldchloridchlorwasserstoffsiure. 


1. Einfache Salze. Bei der Herstellung der reguliren 
und rhombischen goldchloridchlorwasserstoffsauren Salze be- 
nutzte ich die von E. Fischer!) und Willstatter?) gegebenen 
ST. Vorschriften. Die Bemerkung Willstatters, 
0 ~~ es sei gleichgiiltig, von welcher Form des 
fan2 f 8 Goldsalzes man bei der Darstellung des re- 
guliren Salzes ausgehe, méchte ich dahin 

erginzen, daB es jedenfalls nicht ratsam ist, 

| stark braunes Goldsalz zu verwenden. Selbst 

m m d wenn derartiges Goldsalz filtriert wurde, 

: schieden sich auf Zusatz der berechneten 

Betainmenge braune Flocken und nach deren 

Abtrennung saftgriine Krystalle in geringer 

Menge ab, die in 2 Fraktionen gewonnen 

o\ oO 43,89 und 44,87°/o Au enthielten. Ich halte 

: nicht fiir unmdéglich, daB ein Aurosalz des 

.,  Betains oder eine Aurosalz enthaltende Ver- 

Betaingoldchlorid 

(Fischer). bindung entstanden ist. Das Willstattersche 

Salz scheint bedeutend leichter loslich zu 

sein wie das rhombische, denn ein Zusatz von Salzséure zu 

einer Mischung von 4g Goldchlorid und 1 g Betain in 90 ccm 

Wasser bewirkte die sofortige Fallung des rhombischen Salzes, 

das zur Léslichkeitsbestimmung umkrystallisiert wurde. Der 
Schmelzpunkt des Salzes lag bei 245°. 




















!) Ber., Bd. 35, S. 1593—95 (1902). 
2) Ber., Bd. 35, S. 2700—3 (1902). 
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Der Gehalt an Goldsalz wurde durch Eindunsten einer in einen 
Tiegel gewogenen Menge Liésung, Trocknen im Luftbade, Gliithen und 
Berechnung aus der gefundenen Goldmenge ermittelt. 


Eee 














j | 
romp. (eae aerne tame eney| Au | 100 g Wasser Kaen 
g g g BetHAuCl, 

41° 0,7908 0,0052 1,55 

1° 0,7960 0,0055 1,63 
26° 0,9700 0,0136 3,36 
269 0,9688 0,0139 3,44 
43° 0,9695 0,0248 6,31 
43° | 0,9804 0,0245 6,15 
66° 0,9910 0,0555 14,92 
694/29 | 1,0058 0,0556 14,70 
g9° | 1,0468 0,0809 21,82 
86° | 1,0221 0,0793 21,94 


Krystallform: rhombisch-bipyramidal. 
= 0,66063 : 1 : 0,54774. 


Achsenverhiltnis a:b:c 
Beobachtete Formen: m (110), b (010), o (111). 


Das Salz krystallisiert in schénen, bis 1 cm lang gestreckten, 
diinnen, gelben, goldglinzenden Nadeln, die von einem rhombischen 





Prisma m (110) gebildet 


werden, dessen Flichen * | | eau 
stark metallischen Glanz ” | oo 

zeigen. Die scharfe Pris- ) 

makante wird bisweilen , | 7 ak 
von einer schmalen Lings- Wiad 

fliche b (010) abgestumpft. ” i a ae 

Als Endflache konnte nur ————— | 


eine flache Pyramide o (111) 
goniometrisch gemessen 
werden, wahrend die Photo- 
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~ Losichkeit der Goldsalze des Betains in Wasser 


Karventafel 3. 


graphie vermuten laft, daf§ noch eine zweite Pyramide vorhanden ist 
oder ein Lingsprisma 4, von denen man aber mit den am Goniometer 
zur Verfiigung stehenden Vergréfterungen nichts wahrnehmen konnte. 
Zwei Photogramme zeigen die Krystallform der reguliren Modifi- 
kation und Verwachsungserscheinungen. 


2. Basisches Salz. Zur Darstellung des basischen Gold- 


salzes wurden 3 g einfaches Goldsalz in 40 ccm heiBem Wasser 
33 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XCII. 
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gelést und 1,5 g Betain in 10 ccm siedendem Wasser zugesetzt. 
Beim Erkalten bildete sich das basische Goldsalz als feines, 
regulir krystallisiertes Krystallmehl, das etwas heller gelb ge- 
farbt ist wie das einfache Salz. Ausbeute 2,5 g. Schmelzpunkt 
169° unter Aufkochen; die Schmelze erstarrt beim Erkalten 
zu einem hellbraunen Produkt. Das Salz farbt sich durch Licht- 
einwirkung oberflachlich grinlich. 
Goldbestimmung des lufttrockenen Salzes: 
0,1323 g gaben 0,0443 g Au = 33,48°/o ~4 berechnet fiir (Bet), 
0.1469 > >» 0,0488> » = 33,21% » J HAuCl,, H,0 33,3% Au. 
getrocknet 0,1627 g gaben 0,0555 g Au = 34,12%o Au ) berechn. fir 
: (Bet), HAuCl, 
> 0,1744 >» » 0,0594 >» » = 34,06% » 34,34/o Au. 
N-Bestimmung nach Kjeldahl: 
0,4537 g: 14,61 ccm ‘/10-n-H,SO, = 4,52°/o N \ berechnet fiir 

















0,3918 >: 18,24 >» > = 4,74°Jo » J (Bet)HAuCl, 4,74%o N. 
Léslichkeit. 

| Gewicht der entnommenen Verbrauchte | 100 g Wasser lisen 

Temp. | Menge — (ung. 1 ccm) ton NaOH g (Bet), HAuCl,, H,0 
+ 0,5° 0,9347 0,0017 0,55 
0,5° 0,9313 0,0014 0,45 
20,3° | » 0,9422 0,0031 1,00 
20,3° 0,9396 0,0032 1,03 
39,5 ° 0,9310 0,0074 2,45 
39,5 ° 0,9376 0,0074 2,43 
58° |. 0,9221 0,0130 4,42 
58° 0,9481 0,0137 4,54 
81° 0,9440 0,0193 6,54 
81° 0,9466 0,0196 6,63 











Die Photogramme zeigen, daf die regulare Krystallform 
des basischen Salzes von der des einfachen regularen Gold- 
salzes abweicht; wahrscheinlich ist die Verwachsungsebene 
bei jenem eine Wiirfel-, bei diesem eine Oktaederflache. 


II. Verbindung mit Aurichlorid. 


Darstellung: Eine etwa 6 g AuCl, in 10 ccm Wasser ent- 
haltende Lésung, die durch Uberleiten von Chlor iiber Gold 
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unter Erwirmen und Auslaugen mit Wasser dargestellt worden 
war, wurde mit 7 g Betain in 10 ccm Wasser versetzt. Es fiel 
sofort ein lehmgelber Niederschlag, der beim Erhitzen auf dem 
Wasserbade gelber wurde. Der regulire Niederschlag wurde 
abgesaugt, aus Wasser umkrystallisiert, abgepreft und luft- 
trocken analysiert. In diesem Goldsalze liegt die erste schwer- 
lisliche Salzverbindung des Betains vor. Nach den Analysen 
kommt ihr die Formel BetAuCl, zu. Schmelzpunkt 172,5°. 


47,62°/o Au \ berechnet 
46,88°/o Au. 


| 


Goldbestimmung: 0,2965 g: 0,1412 g Au 
0,2856 >: 0,1358 » » = 47,55°%o » 
N-Bestimmung nach Kjeldahl: 


0,2353 g: 5,42 ccm '/1o-n-H,SQ, = 3,23°o N ) . 
0,2857 >: 6,75 >» > me 8.88% » 3,34°/o N. 
C- und H-Bestimmung: 0,2039 g Substanz: 0,1059 g CO,, 0,0517 g H,O; 
gefunden: 14,17°/o C und 2,84°/o H 
berechnet: 14,27°/o » » 2,88°%o0 » 


Ill. Verbindungen von Betain mit Goldbromid- 
bromwasserstoffsaure. 


1. Basisches Salz. Auf Zusatz von 5 g Goldbromidbrom- 
wasserstoffsaéure in 20 ccm Wasser zu 5 g wasserfreiem Betain 
in 20 cem Wasser entstand ein dunkelroter, feinkérniger Nieder- 
schlag, der keine konstante Zusammensetzung aufwies (3,12°/oN ; 
2,87°/o N neben 28,56°/o Au und 28,25 °/o Au). 3 g dieses Salzes 
wurden daher in 50 ccm Wasser suspendiert, auf dem Wasser- 
bade erwarmt, wobei nicht vollige L6sung eintrat und 3 g Betain 
zugesetzt. Das beim Abkiihlen gewonnene Salz hatte dieselbe 
dunkelrote, stumpfe Farbe wie das Ausgangsprodukt. Es schmolz 
bei 185° zu einer schwarzbraunen Fliissigkeit, die sich von 200° 
an zersetzt. 

Goldbestimmung: 


0,2184 g: 0,0645 g Au = 29,530 Au \ fiir 4 BetHAuBr, + Betain 
0,3156 >: 0,0931 > >» = 29,499 » J — berechnet 29,68 %. 


N-Bestimmung nach Kjeldahl: 
0,322 g: 6,61 ccm ‘/o-n-H,SO, = 2,88°o N; ber.: 2,64°%Jo N. 
Die Analyse stimmt auf die Formel 4BetHAuBr, + Betain. 


2. Einfaches Salz. 2 g der oben erwahnten ersten Fallung 
33* 
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des basischen Salzes wurden mit 50 g Wasser auf dem Wasser- 
bade erwirmt. Das Salz léste sich nicht, wohl aber leicht als 
5 g kalt ges. Bromwasserstoffséure zugesetzt wurden. Beim 
Erkalten krystallisierten glanzende, schwarzbraune Blattchen 
vom Schmelzpunkte 260° und bald darauf eintretender Zer- 
setzung. Lufttrocken analysiert. 
Goldbestimmung: 

0,2320 g Substanz: 0,0705 g Au = 30,39°/o Au \ ber.: fiir BetHAuBr, 
0,2450 » > 0,0743 » » = 30,33% » J 31,05%/o Au. 

Bei der Goldbestimmung treten stets Verluste durch lebhafte Zer- 


setzung und Zerstéuben auf. 
Nach dem Umkrystallisieren unter Zusatz von HBr: 


0,1920 g Substanz: 0,0578 g Au = 30,10°/o Au 
N-Bestimmung nach Kjeldahl: 

0,6374 g Substanz: 9,70 ccm '/10-n-H,SO, = 2,14°o N; ber. 2,17°%o. 
Nach dem Umkrystallisieren: 0,2272 g Substanz: 3,68 com = 2,27°/o N. 
C- und H-Bestimmung: 0,2716 g Substanz: 0,0941 g CO,, 0,0515 g H,0. 

gef.: 9,45°/o C und 2,12°/o H; ber.: 9,45°/o C und 1,90°%/o H. 

Die Analyse stimmt auf die Formel BetHAuBr,. 

Krystallform: Die rotbraunen Krystalle, die nur mikroskopische 
Betrachtung zulassen, gehbren dem monosymmetrischen System an und 
sind taflig nach einer zur Symmetrieebene senkrechten Flache c (001) 
ausgebildet, die von der Querfliche a (100), einem Prisma m (110) und 
bisweilen noch von der Liingsflache b (010) begrenzt sind. Im konver- 
genten Lichte war eine optische Achse, die mit der Normalen auf die 
Tafelflache c (001) einen sehr kleinen Winkel bildete, sichtbar, deren Lage 
ergab, dafs die Symmetrieebene optische Achsenebene ist. 


Platinsalze des Betains. 


I, Verbindungen mit Platinchloridchlorwasserstoffsaure. 


1. Einfache Salze. Ein Zusatz von 4 g H,PtCl, in 4 ccm 
Wasser zu 2 g Betain in 2 ccm Wasser bewirkte die sofortige 
Fillung von derben, hell orangefarbenen, regularen Krystallen 
vom Schmelzpunkte 254,5° u. Zers. und der Zusammensetzung 
Bet,H,PtCl, +- 4H,0. | 


Pt-Bestimmung. 


0,2121 g: 0,0581 g Pt = 27 39 °/o Pt fiir Bet,H.PtCl 
0,2033 »: 0,0560 >» >» = 27,55%o > 4+. 4H,0 — 
— *: oe + a ber.: 27,210 Pt. 
0,2616 »: 0,0715 >» » = 27,33°%o >» 
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Krystallform: regular; beobachtete Flachen a (100) und o (111). Die 
gelben, kaum 1 mm grofen Krystalle waren sehr gut ausgebildet. Die 
Wiirfel- und Oktaederflachen hielten sich stets das Gleichgewicht. 

Beigabe von Chlorwasserstoff 
erzeugt grofe, orangefarbene, 
monokline Krystalldrusen, die so- 
fort abgepreft und analysiert der 
Zusammensetzung Bet,H,PtC]l, +- 
3H,O, nach eintagigem Liegen an 
der Luft aber der Formel Bet,H, 
PtCl, entsprachen. Das wasser- 
freie Salz schmolz unter Zersetzung 
zwischen 255 und 260°. ') Betainplatinchlorid (regulir). 





Pt-Bestimmung sofort nach dem Abpressen: 
0.1507 g: 0,0415 g Pt = 27,81°o Pt \ ber. fiir Bet,H,PtCl, +- 3H,O 
0,1589 >: 0,0438 > » = 27,56% » J 27,91%o Pt. 


Nach eintagigem Liegen an der Luft: 
0,1910 g: 0,0580 g = 30,37°o Pt \ ber. f. Bet,H,PtCl, 
0,1743 >: 0,0526 > = 30,08% » J 30,28 %/o Pt. 


Krystallform: | monoklinprisma- 
tisch. Die dunkelgelben Krystalle waren 
dicktafelig nach c (001) ausgebildet und 
von dem Prisma m (110) begrenzt; zu- 
weilen wurden die Kanten c m von den 
Hemipyramiden o (111) und w (335) ab- 
gestumpft. Durch c war kein Achsen- 
bild sichtbar. 





2. Basisches Salz. Wurden 


Betainplatinchlorid (mono- 
2g H,PtCl, in 10 ccm Wasser symmetrisch). 


mit 3,5 g Betain in 10 ccm Wasser versetzt, so fiel ein re- 
gulares, gelbstichig orangefarbenes Platinsalz vom Schmelz- 
punkte 246° (unter Zersetzung) und der Zusammensetzung 
4 Bet,H,PtCl, + Bet. aus. 


Pt-Bestimmung: 0,1958 g: 0,0565 g Pt = 28,85°/o Pt \ fir 4 Bet,H,PtCl, 


0,2423 >: 0,0695 » » = 28,69% » J + Bet. 28,95%o Pt. 


—_—_ 





*) Nach Willstatter Ber., Bd. 35, S. 598 (1902) bei 242° Zersetzung. 
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II]. Verbindung mit Platinchlorid. 


Beim Mischen von 1g Platinchlorid in 2 ccm Wasser 
mit 1 g Betain in 2 ccm Wasser entsteht kein Niederschlag; 
beim Eindampfen entsteht eine orangefarbene, schmierige 
Masse, die von der anhaftenden Mutterlauge durch Aufstreichen 
auf einen Tonscherben befreit wurde. Die trockene Masse ist 
auBerordentlich leicht loslich in Wasser und unloéslich in Al- 
kohol. Sie wurde durch Lésen in Wasser und Fallen mit 
wenig Alkohol gereinigt. Regulare, sehr kleine Krystalle, die 
aus Wiirfel-Oktaederkombinationen zu bestehen  scheinen. 
Schmelzpunkt 209° unter Zersetzung. 


Platinbestimmung: 0,1132 g: 0,0433 g Pt = 38,24°o Pt) fiir BetPtCl, 3 H,O 
0,1328 >: 0,0508 g » = 38,25%o » sl 38,36 %o Pt. 


Zusammenstellung der Schmelzpunkte der Gold- und Platin- 
salze des Betains. 


BetHAuC]l, Bet HAuCl, (Bet),HAuCl,, H,O Bet AuCl, 
rhomb. reg. reg. reg. 
245° 200—209° 169° 172,5° 
Bet HAuBr, 4 BetHAuBr, -+- Bet 
ca. 260° 185° 
Bet,H,PtCl, -+- 3H,O Bet,H,PtCl, +- 4H,O 4 Bet,H,PtCl, -+- Bet 
monokl. reg. reg. 
255—60°. 254,5 ° 246° 
Bet PtCl,, 3 H,O 
reg. 
209°. 


Phosphorsaures Betain. 


Zur Darstellung des sauren Betainphosphates wurden 
35 g Phosphorsiaurelésung vom spezifischen Gewicht 1,30 mit 
17,6 g Betain bis zur beginnenden Krystallisation eingedampft, 
absoluter Alkohol zugesetzt und kalt gestellt. Die gefiallten, 
derben Krystalle gaben bei der Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl folgende Zahlen: 


0.5298 g: 24,22 ccm !/10-n-H,SO, = 6,42°/o N) ... . : 
0,3023 >: 13,96 > : = 6,49%o »J fiir BetH,PO, ber.: 6,53°/o. 




















a 
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Beim Titrieren der Aciditét mit !/10-n-Natronlauge unter 
Verwendung von Phenolphtalein als Indikator wird nicht ganz 
ein Wasserstoffatom der Phosphorsaure titriert. Die Titration 


ergibt daher nur einen Anhaltswert. 
0,7892 g neutr. 71,97 ccm; berechnet: 74,28 ccm 
0,4712 » » 4280 » > 43.80 » 


Der Schmelzpunkt des Salzes lag bei 199° ohne Zer- 
setzung. Die Schmelze erstarrte zu einer weiBen Masse, die 
denselben Schmelzpunkt besaf. 


Krystallform: Monoklin-prismatisch. — oe 
Achsenverhaltnis: a:b:c == 1,2324: 4 2 Lam? 
1: 0,8266, B = 83° 54’. Beobachtete For- | Sh 
men: c (001), a (100), m (110), q (011), . — 
r (101), o (111). Die farblosen, bis 5mm 
langen Krystalle sind meist dicktafelig 














nach der Querfliche a (100) ausgebildet, |”! < @ | m 

neben welcher das Vertikalprisma m ? | 

(110) vorherrscht ; an den Enden werden | 

die Krystalle von dem Hemidoma r \.| : I ic : 

(101), dem Liangsprisma q (011), der wy *, P uaa” 

Hemipyramide o (111) und der Basis c % . JA 

(001) begrenzt. a 
Betainphosphat. 


Um zu untersuchen, ob das von Scheibler erwahnte 
dreibasische Phosphat vorkomme, wurden 21,5 g Betainphosphat 
mit 25 g Betain in 30 ccm Wasser gelést und auf dem Wasser- 
bade eingedampft. Die erste Fraktion ergab folgende Zahlen: 

N-Bestimmung nach Kjeldahl: 
Seen es? HNN eee ome ~ ber. fiir Bet H,PO, : 6,53°/0 N. 


0,2950 >: 13,91 >» > = 6,62 °/o 

Aciditat: 
0,5283 g neutr. 44,80 ccm; fiir BetH,PO, berechnet: 49,12 ccm 
0.3080 > » 2603 » > > > 28,64 » 


Die zweite Fallung lieferte nachstehende Werte: 


N-Bestimmung nach Kjeldahl: 

0,2770 g: 19,37 ccm ‘/10-n-H,SO, = 9,82°/oN\ ber. fiir BetH,O: 10,39 
0,2501 >»: 17,81 > > = 10,00%o »J » » (Bet)sH,PO,: 9,37%o 
Aciditat: 

0,2919 g neutr. 2,87 ccm 
0.3657 » » 349 » 





484 Hugo Stoltzenberg, 


Die erste Fraktion bestand also aus fast reinem, einba- 
sischem Betainphosphat, die zweite fast vollstandig aus reinem 
Betain. Mehrbasische Betainphosphate existieren also nicht. 


Léslichkeit: 
Der Gehalt der Lésung wurde durch Stickstoffbestimmung nach 


Kjeldahl ermittelt. 
nn __________] 











a 
temp, (Monge Litung tase Tecan] YePbEauehte | 100g Wasser Lien 
| g | *ho-n-H,SO, g BetH,PO, 
0,5° 1,0411 15,16 45,58 

0,5° 1,0481 15,34 45,94 
19,5° 1,0619 20,83 72,98 

19,5 ° 1,0710 20,92 72,43 

45° 1,1072 28,29 122.0 

450 1,1002 28,06 121,5 

640 1,1245 33,00 171,2 

640 1,1127 32,19 164,7 

80° 1,1273 36,19 223.1 

80° 1,1226 36,52 232.9 











Versuch zur Darstellung einer Verbindung von pri- 
marem Calciumphosphat mit Betain. 


12,6 g prim. Calciumphosphat wurden in der Kalte in 
20 ccm Wasser geldsit, vom Bodensatz ungelésten Mono- und 
Dicalciumphosphates abfiltriert und sogleich 11,7 g Betain in 
10 cem kaltem Wasser zugesetzt. Nach kurzem Stehen fiel 
ein feinkrystallinischer Niederschlag, der 0,70 resp. 0,62°/o0 N 
enthielt. Das Filtrat wurde im Exsikkator tiber Schwefelsaure 
eingedunstet. Es schieden sich grofe Krystalle ab, die an der 
Luft getrocknet wurden. 


N-Bestimmung nach Kjeldahl: 


0,3261 g: 13,24 cem */:o-n-H,SO, = 5,70 °/o nf _— a - 
0,3076 >: 13,16 » > = 6,01°/o » | ‘ 9 HO - 6.01 o/5 N " 
,0: 6, , 


Aciditat: 0,3453 g neutr. 28,15 ccm '/1o-n-NaOQH; ber. 32,08 ccm 
0,3347 >» » 26,61 » » >» 31,10 » 
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Loshichkeit von Salzen des Belains in Wasser. 


Kurventafel 4. 
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Auf Zusatz von Na- 
tronlauge zu der Losung 
des Calciumsalzes fiel 
ein feinflockiger Nieder- 
schlag, der abfiltriert 
und bei 110° gewogen 
wurde. 

0,3147 g gaben 0,0220 g 
Ca,(PO),),; ber. 0,0230 g 
0,5323 g gaben 0,0485 g 
Ca,(PO),).; ber. 0,0393 g 


Die Analysen zeigen, 
dafi Monocalciumphos- 
phat mit Betain eine 
Verbindung __ eingeht. 
Kin sekundires Wasser- 
stoffatom der Phosphor- 
sdure wird auch hierbei 
nicht durch Betain er- 
setzt, vielmehr scheint 
eine komplizierte Ver- 
bindung vorzuliegen, bei 
der x-Molekiile Mono- 
calciumphosphat mit y- 
Molekiilen Betainphos- 
phat und Kyrstallwasser 
zu einer Verbindung zu- 

sammentreten, z. B. 
ca H,PO, + 2 Bet H, 
PO, -++ 2 H,0. 


Verbindungen 
von Betain mit 
Schwefelsiéiure: 


1. Saures Betain- 
sulfat. Das saure Be- 
tainsulfat wurde als 
Zwischenprodukt bei 
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der Darstellung von reinem Betain in groBen Krystallen ge- 
wonnen. Es hat die Zusammensetzung BetH,SO, + H,O und 
schmilzt gegen 80° im Krystallwasser. 


N-Bestimmung nach Kjeldahl: 


0,2574 g: 10,94 ccm '/10-n-H,SO, = 5,97°%/o N \ fiir BetH,SO, + H,O 
0.3429 >: 14,37 >» > = 588% »Jf — ber.: 6,02%. 


Aciditat: 0,2973 g neutr. 25,28 ccm ‘'/1o-n-NaOH; » 25,49 ccm 
0,4361 » » 37,30 » » >» 37,39 >» 


Léslichkeit. 


Die Bestimmung des Gehaltes geschah durch Titrieren mit ‘/:0-n 
Natronlauge. 


EEE 





co emi Sr entmommenen] Yebrancite [400g Waser sen 
g 1/,9-n-NaOH | & BetH,SO, -+ H,O 
0° 1,1015 47,04 85,04 
0° 1,0907 46,60 85,27 
20° 1,1296 59,74 132,0 
20° 1,1171 59,05 131,9 
44° 1,1491 73,67 2224 
44° 1,1240 71,80 219,8 
63,2 ° 1,1632 83,43 338,0 
63,2° 1,1228 80,02 329,0 
80° — — — 














Krystallform: monoklin-prismatisch. Achsenverhialtnis a:b = 1,20455 : 1; 


8 = 79° 3’. Beobachtete Formen: a (100), m (110), b (010), c (001). 
Die farblosen, glasglinzenden Krystalle sind 


! wenig nach der Vertikalachse c gestreckt, bis 
Ci ; ‘ecm lang und 1's mm dick. Die Lings- 
a fliche b (010) und das Prisma m (110) herrschten 
vor, a (100) trat zuriick. 


2. Neutrales Sulfat. Zu einer Lésung 
?) von 11,7 g saurem Sulfat wurden zwecks 
Darstellung des neutralen Salzes 6,7 g 
| Betain gegeben, bis zur Diinnsirupkon- 
Fal sistenz eingedampft, absoluter Alkohol 

zugesetzt und auf Eis gestellt. Die Kry- 
stalle schmolzen bei 180° ohne Zerset- 
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Betainbisulfat. 
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zung zu einer wasserklaren Fliissigkeit, die beim Abkihlen 
wieder zu einer weifen Masse erstarrte. 


N-Bestimmung nach Kjeldahl: 
0,1320 g: 7,99 ccm */1o-n-H,SO, = 8,50°o N \ ber. fiir (Bet),H,SO, : 


0,2078 >»: 12,24 » > = 8,27% » J 8,45% N. 
Aciditat: 0,1579 g neutr. 9,36 ccm '/1o-n-NaOH; ber.: 9,50 ccm 
0,1889 » » 11,11 » » >» 11,37 » 


Léslichkeit: 
Die Bestimmung des Gehaltes geschah durch Titrieren mit 1/10-n-NaOH. 




















a — ee 
Gewicht der entnommenen| Verbrauchte 
Temp. |Menge Lisung (ung. 1 ccm) ; pins 100 g Wasser lésen 
g 1/10-n-NaOH g (Bet),H,SO, 
—1° 1,1061 40,54 155,9 
—1° 1,1130 40,87 155,6 











Krystallform : rhombisch-bipyramidal. Beobachtete Formen: b (010), 
m (110), n (120), a (100), ec (001), o (111). 

Die farblosen, kaum 2 mm langen Krystalle sind tafelig nach der 
Langsfliche b (010) ausgebildet, gestreckt nach der Vertikalachse, be- 
grenzt von den Vertikalprismen m (110), n 
(120) und der Pyramide o (111). Untergeordnet 
treten noch die Querfliche a (100), sowie die 
Basis c (001) auf. 








Verbindungen von Betain mit N,O, 
und salpetriger Saure. 


Die Einwirkung von Salpetrigsaure- 


























anhydrid auf Betain fiihrt bei verschie- ||”; 2 |” |” | 4 
denen Arbeitsbedingungen zu _ verschie- 
denen Ergebnissen. 
1. Einwirkung auf festes Betain. |) | 
LaBt man gasformiges N,O, langere Zeit 


7 ‘ ) 0 
auf festes Betain einwirken, so findet \. ‘ 


eine langsame, monatelang andauernde 
Gewichtszunahme statt. Das Betain be- 
fand sich in einem Schiffchen, das in ein mit zwei Hahnen zur 
Gas-Zu- und Ableitung versehenes Schweinchen gestellt wurde. 
Uber das Betain wurde ein Gasstrom von N,0, geleitet, der 
aus Arsenikstiicken und Salpeterséure (1,3) in einem kleinen 





Neutrales Betainsulfat. 
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Kippschen Apparate entwickelt und durch ein U-rohr mit Ca(NO,), 
getrocknet wurde. Diese Art der Entwicklung ist vorteilhafter 
als die im Kolben mit Heizung, wenn man die Salpetersiure 
vor der Benutzung ein wenig anwarmt, da sonst zehn Minuten 
vergehen, ehe ein regelmiéfiger Gasstrom einsetzt. Sobald 
reines N,O, entwich, wurde der 4ufere Hahn des Schweinchens 
geschlossen, soda8 N,O, unter Druck auf Betain einwirkte. 
Der Inhalt des Schiffchens war nach monatelanger Ein- 
wirkung zu einem festen, weifen, hygroskopischen Kuchen 
zusammengebacken. Die Aciditét der Masse stimmte fast auf 


Bet “is wihrend die Kjeldahlbestimmung des _ Betain- 
stickstoffs nach dem Wegkochen der Stickoxyde mit Schwefel- 
siiure der Verbindung BetN,O0, naheliegende Werte ergab. 


Eine Nachpriifung ist unerlaBlich. 
Aciditat: 0,0920 g neutr. 6,20 ccm */10-n-NaOH; ber. fiir Bet N293: 5,93 ccm 
0.1195 > » 816 > , ee 
Kjeldahl-Bestimmung des Betain-N: 


0.2122 g: 10,29 ccm ‘/1o-n-H,SO, entspr. 6,81°/o N \ ber. fiir BetN,O,: 
0,4834 »: 22,97 » » > 6,67%o »J 7,270 N 


2. Einwirkung auf Betain in methylalkoholischer Lésung. 
Leitet man das Gas in eine absolut methylalkoholische Lésung 
von Betain, so entsteht eine weifbe, feinkérnige Fallung, die 
ll. in W., ll. in sdd. Ma, 1. in A aber nur spurenweis ldéslich 
in Ae. ist. 


Die Stickstoffbestimmung nach Jodlbauer ergab: 


0,1165 g: 11,20 ccm ‘/yo-n-H,SO, = 14,04°/o N ber Z 14 07 Jo 

0.1178 >: 11,95 > > = 14,24%o » A ee 

01407 >: 14,45 >» ; = 14,42%Jo » | fir (Bet),HNO,, H,0. 

Aciditat: 0,1732 g neutr. 5,42 ccm 1/10-n-NaOH; ber. f. ob. Form. 5,78 ccm 
0,1094 > » 3,64 » > > > 3,70 » 


Es scheint also die Verbindung (Bet),HNO,, H,O vor- 
zuliegen. Die Verbindung brennt beim Erhitzen auf einem 
Spatel lebhaft ab, verpufft aber nicht. Sie schmilzt bei 220° 
ohne Zersetzung. 

3. Einwirkung auf Betain in wiassriger Lésung. Die Ver- 
bindung Betain HNO, +- H,O erhélt man beim Einleiten von 
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Salpetrigsduregas in wissrige Betainlésungen und Eindunsten 
— eventuell unter Alkoholzusatz — in farblosen, derben Kry- 
stallen. Das wasserfreie Salz geht bei 115—116° unter Aus- 
dehnung in eine trib-weife Phase iiber, die bei 128° klar, 
ohne Zersetzung schmilzt. Die Stickstoffbestimmung des Betains 
geschah durch Wegkochen des Nitritstickstoffs mit verdiinnter 
Schwefelsiure und Kjeldahl bestimmung des Restes. 


0,3368 g: 15,52 ccm ‘/:o-n-NaQH = 7,72°/o N \ ber. fiir BetHNO,H,O 


0,4021 >: 19,10 >» » = 7,69°Jo >» J 7,71 Jo 
Aciditaét: 0,2818 g neutr. 15,52 ccm '/1o-n-NaOH; ber.: 15,46 ccm 
0.3456 » » 19,10 » > >» 18,97 >» 


Krystallform: rhombisch. Achsenverhaltnis: a:b: c¢ = 0,91046 :1:1,1310. 


Beobachtete Formen: b (010), m (110), 
q (011). Die groften, bis 4 cm langen Kry- 
stalle sind tafelig nach der Symmetriebene 
b (010) ausgebildet, gestreckt nach der Ver- 
tikalachse c und von dem Vertikalprisma 
m (110) und dem Lingsprisma q (011) be- 


grenzt. | 
; b : 





Betainnitrat. 





Darstellung: 10 g Betain wurden 
in Wasser gelost und mit 10 ccm 
konz. Salpetersiure auf dem Wasser- 
bade bis zur beginnenden Krystalli- pos ainnitrit und -nitrat. 
sation eingedampft. Dann wurde wenig 
absoluter Alkohol zugesetzt und kalt gestellt. Glitzernde Kry- 
stallblattchen, Il in W.; beim langsamen Eindunsten an der 
Luft derbe Krystalle. Smp. 124° ohne Zersetzung. 














N-Bestimmung nach Jodlbauer. 


0,1058 g: 11,42 ccm */1o-n-H,SO, = 15,16°Jo N ber. fiir BetHNO,: 


0,0834 >»: 9,25 » » = 15,57°%o » 15,58°/o N. 
Aciditat: 0,0977 g neutr. 5,83 cem ‘/io-n-NaQH; ber.: 5,42 ccm 
0,2383 > » 12,97 >» > >» 13,22 >» 


Betainnitrat ist nicht hygroskopisch; eine Schale mit 
0,3 g Betainnitrat hatte nach eintégigem Stehen an der Luft 
an Gewicht nicht zugenommen. 
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Krystallform: rhombisch; dem Nitrit auferst ahnlich. 
Achsenverhiltnis: a: b:c = 0,91472 : 1: 1,1197. 
Beobachtete Formen: b (010), m (110), q (011), ¢ (001). 

Die farblosen, bis 3 mm langen Krystalle sind dicktafelig nach 
b (010) ausgebildet, begrenzt von einem Vertikalprisma m (110) und der 
Basis c (001); die Kante be wird oft durch das Liangsprisma q (011) 
abgestumpft. 


Betainchlorat. 


Darstellung. Aus 58 g Baryumchlorat wurde das Baryum 
durch Zusatz von Schwefelsiure gefallt, zum Filtrate 43 g 
Betain gesetzt und auf dem Wasserbade eingedampft. Derbe, 
farblose Krystalle, |]. in W., Smp. 115° ohne Zersetzung. Beim 
schnellen Erhitzen und Stof heftig explodierend. 


1. Fraktion. N-Bestimmung nach Kjeldahl. 


nae ¥ si ee ae "| ber. fiir BetHC10, = 7,00%o N. 
Aciditat: 0,2411 g neutr. 11,03 ccm ‘/o-n-NaOH; ber.: 11,96 ccm 
0,1997 >» > 911 >» > >» 991 » 

Die zweite Fraktion zeigte ebenfalls etwas zu geringe Aciditat. 
0,3609 g neutr. 17,43 ccm ‘/1o-n-NaOH; berechnet: 17,90 ccm 
0.5582 >» » 27,11 » , ‘ 27,69 » 

Krystallform : monoklin-prismatisch. 
Achsenverhaltnis: a: b = 1,07085: 1, B = 80° 44’. 
Beobachtete Formen: a (100), m (110), c (001). 
Die Krystalle sind dicktafelig nach 
-_ 4 —  a(100) ausgebildet und von einem kurzen 
. 3 : | Vertikalprisma m (110) und der Basis c 
8 — (001) begrenzt. 


m ; a 77 2 








Betainbichromat. 








7 oe Darstellung: Zu 20 g Betain 

= ~ in 20g Wasser wurden 20 g Chrom- 
siurenadeln in 20g Wasser ge- 
geben und die Lésung an der Luft 
eingedunstet. Es bildeten sich bichromatfarbene, harte Kry- 
stalldrusen, die in Wasser verhiltnismafig schwer léslich waren. 
Die Verbindung fiarbte sich bei langerem Liegen am Lichte 
tiefgriin-schwarz. Smp. 226—227° unter Feuererscheinung 
und Zersetzung. 











Betainchlorat. 
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N-Bestimmung nach Kjeldahl: 


0,2414 g: 10,94 ccm = 6,37°/o N \ 


0,2107 oe 9,56 > pe 6,37 %o “ J ber. fiir Bet H,Cr,0, : 6,23 °/o N. 


Zur oxydimetrischen Bestimmung wurde die abgewogene 
Substanzmenge in 50ccm Wasser gelist, 20 ccm 10°/oiger 
Salzsiure und 2 g Jodkali in 10 ccm Wasser zugesetzt und 
ohne Starkezusatz mit Natriumthiosulfat titriert. 


0,3504 g: 47,53 cem '/1o-n-Thiosulfat; berechnet: 46,69 ccm 
0,2254 > ae 30,80 > > > 30,80 > 


Aciditat (Phenolphthalein). 


0,1644 g neutr. 16,49 ccm '/1o-n-NaQH; berechnet: 14,60 ccm 
0.2923 >» » 27,63 » > > 25,96 » 


Das Bichromat krystallisiert in dunkelbraunen, engdriisig 
amethystihnlich zusammengewachsenen Krystallen. Es war 
nicht m6glich, die Krystallform goniometrisch zu bestimmen, weil 
einzelne Krystalle nicht vorkamen, sondern nur grofe Drusen. 
Ein diinnes, mikroskopisch kleines Plattchen, das von der Ober- 
flaiche der Mutterlauge abgefischt wurde, lief im konvergenten, 
polarisierten Lichte ein Lemniskatensystem und im Umrif eine 
gewisse Symmetrie erkennen. Ein anderes Plittchen zeigte 
rechteckigen Umrifi und gerade Auslischung; das Bichromat 
gehort also entweder dem rhombischen oder monoklinen 
System an. 


Betainpermanganat. 


Darstellung: 20 g fein verriebenes Bariumpermanganat 
wurden in Wasser geldst, das Barium mit Schwefelséure genau 
ausgefallt und kohledicht durch eine groBe papiergedeckte Nutsche 
filtriert. Im Filtrat wurde der Gehalt an Ubermangansiure 
durch Entnehmen von 3 ccm, Zusatz von 2 g Jodkalium in 
50 cem Wasser + 10 ccm konzentrierter Salzséure und Ti- 
trieren mit !/1:0-n-Thiosulfatlésung bestimmt. Das 940 ccm aus- 
machende Filtrat entsprach 5063 ccm 1/10-n-Permangansaure. 
Zu der Lésung werden 13,7 g Betain in wenig Wasser gesetzt 
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und bei einer 35° nicht tibersteigenden Temperatur des Wasser- 
bades im Vakuum eingedampft. Es schieden sich violettrote, 
glinzende, leicht briichige Krystalldrusen aus. Es empfiehlt 
sich, die bei leicht zersetzlichen Koérpern erforderlichen Vor- 
sichtsmaBregeln zu beachten und das Salz aus dem Kolben zu 
entfernen, solange es noch mit der Mutterlauge herausgespiilt 
werden kann, denn beim vorsichtigen Herausklopfen des Salzes 
aus einem 200 g enthaltenden Kolben ereignete sich eine derart 
heftige Explosion, daB neben sonstigem Schaden 7 Fenster- 
scheiben in unserem Horsale und Abzuge allein durch den Luft- 
druck zertriimmert wurden. Wahrend die freie Lésung der Uber- 
mangansiure sehr unbestindig ist, halten sich die mit Betain ver- 
setzten Losungen lange Zeit. Der erste Teil der Operation bis zum 
Zusatze des Betains, besonders das Filtrieren muf daher még- 
lichst rasch ausgefiihrt werden. Beim Erhitzen auf dem Spatel 
verpufft das Salz unter Aufblitzen und Hinterlassen einer Rauch- 
wolke, die aus hellbraunem, duBerst feinem Staub besteht. 
Durch gelinden Schlag mit dem Hammer verknallt es; desgl. 
im Schmelzpunktsréhrchen gegen 120°. 


N-Bestimmung nach Kjeldahl: 


0,1866 g: 8,15 ccm '/10-n-H,SO, = 6,13°/o \ ber. fir BetHMn0O,: 
0,1575 »: 6,71 » > 5,98 °/o J 5,92%o N. 


Oxydimetrische Bestimmung: 50 ccm !/2-n-Oxalséure 
wurden mit 5 ccm konzentrierter Schwefelsiure erwarmt und 
die durch Zusatz von 75 ccm Wasser und Erwdarmen geloste 
Betainpermanganatmenge zugesetzt. Mit !/10-n-Permanganat- 
l6sung wurde zuriicktitriert. 


0,2348 g: 47,3 ccm ‘/10-n-Oxalsdure; berechnet: 49,51 ccm 
0,2363 »: 48,58 » > > 49,83 > 


Loéslichkeit. 


Die Bestimmung des Permanganatgehaltes geschah durch Zusatz 
von 2 g Jodkalium in 50 cem Wasser -+ 10 ccm konz. Salzséure und 
Titrieren der ausgeschiedenen Jodmenge mit 1/:0-n-Thiosulfatlésung. 
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Gewicht der entnommenen Yerbrauchte | 100 g Wasser lisen 
Temp. ‘Menge Lisung (ung. 1 ccm) ccm g 

| g | ‘/1o-n-Na,S,O, | Betainpermanganat 
0° 0,9407 | 8,37 1,73 
(0° 0,9474 | 3,47 1,74 
+ 20,5° 0,9586 | 9,83 4,84 
20,5° 0,9554 | 9,26 4,82 
40° 0,9892 | 29,26 16,32 
4) 0,9852 | 27,89 15,52 
55 '/2° 1,0373 70,78 47,85 








Die bei 55° aus der Pipette flieBende Losung erstarrte 
beim Auftreffen auf die kalte Wand des Becherglases sofort 
strahlig. Beim Erhitzen auf hohere Temperatur trat Zersetzung 
der Lésung ein, wahrscheinlich infolge der reduzierenden Wir- 
kung der Papierflocken; in reinem Zustande k6énnen Betain- 
permanganatlosungen lange Zeit gekocht werden, ohne Zer- 


setzung zu erleiden. 


Krystallform: rhombisch-bipyramidal. Achsenverhialtnis a:b: c= 
0,86776:1:1,17178. Beobachtete Formen: c (001) 0 (111) p (112). 

Die Krystalle zeigen die fiir 
Permanganate charakteristische dun- 
kelviolettrote Farbung; sie spalten 
nach der zur Basis genommenen 
Flache c (001) und zeigen nach 
dieser Fliche skelettartigen Aufbau. 
Alle Flachen zeigen starken Metall- Betainpermanganat. 
glanz, bei c (001) ist er infolge der ee 
Spaltbarkeit besonders stark. 

Die Krystalle firben violett ab. Ein Achsenbild konnte trotz der 


Spaltbarkeit nach c nicht beobachtet werden. 























Betain und Kalilauge. 

11 g Betain in 5 com warmem Wasser gaben beim Mischen 
mit 10g Kalistangen in 5 ccm Wasser sofort einén weiben, schén 
krystallisierten Niederschlag, der auf Hartpapier abgesaugt, mit 
wenig absolutem Alkohol gewaschen und auf Ton tiber Schwefel- 
sdure getrocknet wurde. Geschmack siifi, etwas atzend. 


N-Bestimmung nach Kjeldahl: 
i ber. fiir: 
' Bet H,O 10,39°/o. 
é y ‘/1o-n- 0,14° 2 ; 
oo g — ccm ‘/:o-n-H,SO, 10, sa N Bet KOH 8.10%. 
0,3592 > 27,43 > > 10,21 /o N 2 Bet KOH 9 67 Jo. 
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Alkalitat: 


0,2434 g neutr. 2,77 ccm '/1o-n-H,SO, (Ind. Lakmoid. b. Kochen.) 
0,2433 » > 3,87 » > (Ind. Phenolphthalein b. Kochen.) 


Es liegt also durch wenig KOH verunreinigtes Betain 
-+- H,O vor. 

Betain und Natronlauge. 

10 g Betain in 5 ccm warmem Wasser gaben beim 
Mischen mit 10g Natriumhydroxydstangen in Wasser nach 
zweitigigem Stehen im Chlorcalciumexsikkator spieBige, derbe 
Krystalldrusen, die auf Hartpapier abgesaugt, abgepreBt und 
im Vakuumexsikkator getrocknet sich als Betain H,O erwiesen. 


N-Bestimmung nach Kjeldahl: 


0,3305 g 24,49 com 'ho-n-H,SO, 10,410 N | Bet H,0 10,39%o N. 
( 


0,3924 » 28,79 >» | sa80% > 0 a 
, —" Bet) 2 NaOH 10,23 %o. 


Alkalitat : 0,3415 g neutr. 6,96 ccm 4/10 n H,SO,. 
0,2918¢g >» 598 » » ‘ 
Gewinnung von Betain aus Schlempe nach dem 
Alkaliverfahren. 

100 g Entzuckerungsdickschlempe (Rositz) vom spez. Gew. 
1,4 wurden auf dem Wasserbade erwirmt und eine Lésung 
von 50 g Kalistangen in 20 ccm Wasser eingetragen. Die Masse 
wurde nach dem Erkalten mit wenig Betain geimpft und unter 
zeitweisem Umrihren im leeren Exsikkator 10 Tage sich selbst 
iiberlassen. Dann wurde abgesaugt, die 9,5 g betragende, 
glinzende, schwach gelb gefirbte Krystallmasse von schwach 
siifem Geschmack in 10 ccm Wasser gelést, 20 cem konz. Salz- 
siure zugesetzt, wobei ein Verlust durch Aufschéumen eintrat, 
Chlorwasserstoffgas bis zur Sattigung eingeleitet und durch ein 
Koliertuch von den Alkalichloriden abfiltriert. Das Filtrat 
wurde eingedampft und zweimal aus 96°/oigem Alkohol um- 
krystallisiert. Ausbeute nach einmaligem Umkrystallisieren 5,2 g, 
nach zweimaligem 3 g reines, weiBes Betainhydrochlorid. 


N-Bestimmung nach Kjeldahl: 


0,2700 g 17,81 ccm '/10-n-H,SO, 9,26% N 

0.2511 > 1688 > ‘ 944°) > \ ber. f. Bet HC] 9,12 %/o N. 

Aciditat: 0,2401 g neutr. 15,39 ccm ‘/ro-n-NaOH ber.: 15,63 ccm 
0,2422 g >» 15,55 » > 15,77 » 
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. oe Rhombisches goldchloridchlorwasserstoffsaures Betain. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie, Band XCII, Tafel 3, 
Zu «H. Stoltzenberg, Beitrage zur Kenntnis des Betains». 
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Regulaires goldchloridchlorwasserstoffsaures Betain. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie, Band XCII, Tafel 4. 
a Zu <H. Stoltzenberg, Beitrage zur Kenntnis des Betains>. 
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4 Basisches Goldsalz des Betains. 


Bi 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie, Band XCII, Tafel 5. 
Zu <H. Stoltzenberg, Beitrage zur Kenntnis des Betains>». 
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